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略語表 
本論文において以下示す略語及び略号を用いた。 
Ac  acetyl 
Ar  aryl 
ATP  adenosine triphosphate 
AUC  area under the curve 
BINAP  2,2'-bis(diphenylphosphino)-1,1'-binaphthyl 
Boc  tert-butoxycarbonyl 
Bpin  boronic acid pinacol ester 
cAMP  cyclic adenosine monophosphate 
CL  clearance 
Cpd  compound 
CYP  cytochrome P450 
Dba  dibenzylideneacetone 
DIBAL  diisobutylaluminium hydride 
DIPEA  N,N-diisopropylethylamine 
DMF  N,N-dimethylformamide 
DMPU  N,N'-dimethylpropyleneurea 
DMSO  dimethyl sulfoxide 
DPP-4  dipeptidyl peptidase-4 
Dppf  1,1'-bis(diphenylphosphino)ferrocene 
DSC  differential scanning calorimetry 
EC50  half maximal (50%) effective concentration 
EDCI  1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide 
Et  ethyl 
FaSSIF  fasted state simulated intestinal fluid 
FBDD  fragment-based drug discovery 
GLP-1  glucagon-like peptide-1 
GPCR  G protein-coupled receptor 
hERG  human ether-a-go-go related gene 
HOBt  1-hydroxybenzotriazole 
HPLC  high performance liquid chromatography 
i-Bu  isobutyl 
IPA  isopropyl alcohol 
 iv 
 
i-Pr  isopropyl 
IV  intravenous 
LBDD  ligand based drug design 
LDA  lithium diisopropylamide 
LipE  lipophilic efficiency 
Me  methyl 
MP  melting point 
oGTT  oral glucose tolerance test 
PAMPA parallel artificial membrane permeability assay 
Ph  phenyl 
PK  pharmacokinetic 
PO  per os 
SAR  structure–activity relationship 
SBDD  structure based drug design 
SD rat  Sprague-Dawley rat 
SE  standard error 
SGLT-2  sodium glucose cotransporter 2 
t-Bu  tertiary butyl 
Tf  trifluoromethanesulfonyl 
TFA  trifluoroacetic acid 
TFAA  trifluoroacetic anhydride 
THF  tetrahydrofuran 
TMAD  N,N,N',N'-tetramethylazodicarboxamide 
Vd  volume of distribution 
ZDF rat  Zucker diabetic fatty rat 
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序論 
 
糖尿病について 
 糖尿病は血糖抑制ホルモンであるインスリンの作用が不足することにより慢
性的な高血糖状態が続く疾患である。糖尿病は 1 型、2 型、その他（遺伝子異常
等）、妊娠糖尿病の 4 つの病型に分類されるが、その中で 9 割以上を占める病型
が 2 型糖尿病である。2 型糖尿病ではインスリンの分泌量が減少する「インスリ
ン分泌不全」、あるいはインスリンに対する反応が減弱する「インスリン抵抗性」、
又はその両方によりインスリンの作用が不足することで高血糖状態に陥る。2 型
糖尿病はインスリン分泌不全やインスリン抵抗性になりやすいといった体質
（遺伝要因）に、食べすぎや運動不足といった環境要因、さらに加齢が加わるこ
とで発症する。世界の糖尿病人口は増加の一途を辿っており、国際糖尿病連合
(IDF)は、2017 年時点で日本国内の糖尿病人口が 720 万人、世界では 4 億 2500 万
人に上るとの調査結果を発表している。さらに、IDF は 2045 年に世界の糖尿病
人口が 6 億 2900 万人にもなると予想している 1)。 
 糖尿病で最も恐ろしいのは糖尿病合併症である。慢性的な高血糖状態が続く
と、神経障害、網膜症、腎症、動脈硬化、足病変、歯周病といった糖尿病合併症
を発症し、これらは患者の quality of life (QOL) の低下や予後の悪化を招く。糖
尿病合併症の発症を予防、あるいはその進行を抑制するために、血糖値をコント
ロールすることが糖尿病治療の最大の目的である。糖尿病治療は食事療法、運動
療法から始まり、これらで血糖コントロールができなかった場合、薬物療法、さ
らにはインスリン療法へと移行する。 
 
糖尿病治療薬の分類 
 糖尿病治療薬は主にインスリン抵抗性改善薬、インスリン分泌促進薬、糖吸
収・排泄調節薬に分類される。それぞれの薬剤の作用、問題点を Table 1 に示し
た。 
 インスリン抵抗性改善薬としてはビグアナイド（メトホルミン）、チアゾリジ
ンが挙げられ、ビグアナイドは主に肝臓での糖新生の抑制し、血糖を低下させる
が、副作用として下痢などの消化管症状を、重篤な副作用として稀に乳酸アシド
ーシスを発現することが知られている。また、チアゾリジンは骨格筋、肝臓で脂
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肪燃焼を促進することでインスリン感受性を改善するが、副作用としては浮腫
や体重増加が認められる。 
 インスリン分泌促進薬としてはスルホニル尿素（SU 剤）、グリニド、DPP-4 阻
害剤、GLP-1 アナログが挙げられる。スルホニル尿素（SU 剤）は古くから使用
されている薬剤であり、膵臓に作用してインスリンを分泌するが、作用が強力な
ため、低血糖を起こしやすく、長期的には膵臓を疲弊させてしまい、薬効が弱く
なる（二次無効）という欠点がある。グリニドは速効性のインスリン分泌薬であ
り、食前に服用することで食後の高血糖を防ぐが、服用時間を間違えると低血糖
を起こす。DPP-4 阻害剤や GLP-1 アナログはインクレチン関連薬と呼ばれてい
る。インクレチンは血糖値の高い時のみインスリン分泌を促進し、グルカゴン
（血糖値を上昇させるホルモン）分泌を抑制するホルモンであり、インクレチン
関連薬はその作用を増強することにより高血糖依存的に血糖低下作用を示す。
DPP-4 阻害剤は薬効が中程度であるが、高血糖依存的に血糖低下作用を示すた
め、低血糖のリスクが少ない薬剤である。GLP-1 アナログは副作用として吐き気
が出ることと、1 日 1～2 回の注射剤であることが欠点であるが、2015 年より週
１回製剤も発売されている。 
 糖吸収・排泄調節薬としては α-グルコシダーゼ阻害剤や SGLT-2 阻害剤が挙げ
られる。α-グルコシダーゼ阻害剤は小腸での炭水化物の分解を抑制することで、
糖の吸収を遅らせて血糖値を下げる。小腸での作用であるため、副作用として下
痢や腹部膨満感が認められる。SGLT-2 阻害剤は 2014 年より上市された薬剤で、
腎臓での糖の再吸収を抑えることで、尿からの糖排泄を促進し、血糖を低下させ
るという新しい機序の薬剤である。副作用として脱水や尿路感染症が認められ
る。 
 現在、国内の臨床現場では、低血糖リスクが低く比較的安全な薬剤であるビグ
アナイドや DPP-4 阻害剤が広く使用されているが、血糖コントロールがうまく
いかない患者も数多く存在することから、さらに安全で薬効の強い新規糖尿病
治療薬の登場が期待されている。 
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Table 1. 糖尿病治療薬の分類（文献 2 を改変） 
 
 
 本創薬研究のターゲット分子である GPR119 受容体作動物質（＝受容体アゴ
ニスト）は DPP-4 阻害剤や GLP-1 アナログと同様にインクレチン関連薬に分類
され、低血糖のリスクが少ない新規経口糖尿病薬となることが期待される。以下
に、GPR119 について詳しく説明する。 
 
GPR119 について 
 GPR119 は Gs タンパク質と共役したクラス A 7 回膜貫通型受容体（GPCR）
で、2003 年にオーファン GPCR として同定された 3)。GPR119 は膵 β 細胞と小腸
内分泌細胞に高発現しており、内因性リガンドとして oleoylethanolamide (OEA)
や lysophosphatidylcholine (LPC)等が知られている（Figure 1）4,5)。 
 
 
Figure 1. GPR119 の内因性リガンドの構造 
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 GPR119 アゴニストは膵 β 細胞で受容体と結合すると細胞内のサイクリック
AMP(cAMP)濃度を上昇させ、高血糖依存的にインスリン分泌を促進する
（Figure 2）6)。一方で、GPR119 アゴニストは小腸内分泌細胞においてインク
レチンホルモンである GLP-1 の分泌を促進することが知られ 7)、これを介して
高血糖依存的にインスリン分泌を促進、グルカゴン分泌を抑制する。マウスを用
いた実験ではあるが、GPR119 アゴニストが 100 mg/dL 程度の血糖値においては
インスリン分泌を促進せず、250 mg/dL の血糖値においてインスリン分泌を促進
することが報告されている 6)（健常人の空腹時血糖は<110 mg/dL である）。この
ような膵臓と小腸における２重の高血糖依存的な血糖低下作用により、GPR119
アゴニストは必要以上の血糖低下を引き起こすことなく血糖をコントロールす
ることができる。また、GPR119 アゴニストによる細胞内の cAMP 濃度の上昇が
β 細胞を保護・分化・増殖させることや、小腸内分泌細胞で分泌された GLP-1 が
中枢神経系に作用し食欲を抑制することが知られていることから、GPR119 アゴ
ニストの副次的な作用として、膵 β 細胞の機能維持・回復や食欲低下による体
重減少も期待できる 4)。さらに、近年、DPP4 阻害薬が臨床でよく使用されてい
るが、これは GLP-1 を分解する酵素である DPP-4 を阻害する薬剤であること
から、GLP-1 を分泌させる GPR119 アゴニストを DPP-4 阻害薬と併用すれば、
薬効における相乗効果が期待される。 
これまで、GLP-1 や GPR119 アゴニストが膵β細胞に作用すると高血糖依存
的にインスリン分泌を促進すると述べてきたが、そのメカニズムについて以下
で詳しく説明する（Figure 3）。膵β細胞にグルコースが取り込まれると代謝に
より細胞内で ATP が産生され、この ATP が KATPチャネルを閉鎖する。続いて、
細胞膜の脱分極、電位依存的 Ca チャネルの開口が起こり、細胞内に流入した
Ca2+によってインスリンが細胞外に放出される。この経路は惹起経路と呼ばれ
ている。一方で、GLP-1 や GPR119 アゴニストによって細胞内の cAMP 濃度が
上昇すると、プロテインキナーゼ A （PKA）や Epac2 の活性化を介してインス
リンの放出を増強する。この経路は増幅経路と呼ばれている。GLP-1 や GPR119
アゴニストは増幅経路のみに関与し、惹起経路には関与していないことから、血
中グルコース濃度が上昇して惹起経路が動いた場合に限り、インスリン分泌を
促進する。すなわち、GLP-1 や GPR119 アゴニストは空腹時のような血中グル
コース濃度が低い時にはインスリン分泌を促進しないことから、低血糖リスク
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の低い薬剤となりうる。 
 
Figure 2. GPR119 アゴニストの作用メカニズムと糖尿病治療効果（文献 8 を改
変） 
 
Figure 3. GLP-1, GPR119 アゴニストによる血糖依存性インスリン分泌のメカニ
ズム(文献 9 を改変) 
  
6 
 
 低分子 GPR119 アゴニストの研究は Arena 社、OSI社が先行し、2007 年に Arena
社は同社の GPR119 アゴニストである AR231453 がハムスター由来膵 β 細胞株
（HIT-T15）においてグルコース濃度依存的にインスリン分泌促進を示すことと、
マウス in vivo 試験において用量依存的に血中 GLP-1 濃度を上昇させ、血糖低下
作用を示すことを報告した 6,10)。また、Prosidion 社は 2006 年に PSN632408 がラ
ットにおいて摂食抑制とそれに伴う体重増加抑制を示すことを報告した 4)。その
後、国内外の多くの製薬会社において GPR119 アゴニストの研究が開始され、競
争が激化した 11,12)。現在までに APD668（Arena 社）13)、PSN-821（Prosidion 社、
構造非開示）、MBX-2982（Metabolex 社）14)、GSK1293263（GlaxoSmithKline 社）
15)、DS-8500（第一三共）など複数の化合物が臨床試験まで進んでいる。臨床試
験が最も進んでいる MBX-2982 はヒトにおいて食後の血糖上昇抑制作用、イン
スリン分泌促進、GLP-1 分泌促進を示した 14)。この臨床結果は GPR119 アゴニ
ストが新規糖尿病治療薬になりうることを強く示唆している。 
 
 
 
Figure 4. 代表的な GPR119 アゴニストの構造 
 
本研究の目的と概要 
 著者は新規糖尿病治療薬を創出すべく、新規 GPR119 アゴニストの創薬研究
を開始した。著者が研究を開始した時点で既に製薬各社から GPR119 アゴニス
トが報告されていた 12)。しかしながら、生体内リガンドが脂肪酸誘導体（OEA, 
LPC）であることからもわかるように、GPR119 は脂溶性の高い化合物に対して
強いアゴニスト活性を示す傾向があることから、多くの製薬会社が化合物の高
脂溶性に起因する低溶解性や低経口吸収性、毒性に直面していた。臨床開発に進
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んだ化合物も例外ではなく、GSK1293263 は低溶解性による低経口吸収性を改善
するために特殊な製剤化（微粉末化）による経口吸収性の改善を試みている。ま
た、低溶解性の化合物は in vitro 試験において、結果のブレが大きくなることも
知られており、CYP や hERG などの毒性を見逃してしまう可能性もある 16)。そ
こで著者は経口吸収性が高く、毒性懸念のない新規 GPR119 アゴニストの創出
を目的として研究を開始した。 
 近年、多くの GPCR の共結晶構造が X 線構造解析により明らかとなり、その
構造情報を利用した創薬研究が実施されているが、GPR119 については未だに結
晶構造が明らかとなっていない。一方で、GPR119 アゴニストは製薬各社から数
多く報告されていたことから、著者は既知のアゴニストの構造情報（Figure 5）
を元に Ligand based drug design (LBDD)の手法を用いることにより新規な構造を
有する GPR119 アゴニストを探索することにした。 
 
 
Figure 5. LBDD に用いた GPR119 アゴニストの構造 
 
 第 1 章では既知のアゴニストから LBDD の手法を利用して見出した新規骨格
である 1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine に関して、その誘導体の構造活性相関（SAR）
研究と経口吸収性について述べる。第 1 章で得た化合物は平面性が非常に高く、
それに伴い溶解性、経口吸収性が低かったことから、以降の章ではこの課題を克
服するために化合物の平面性低減に着目した合成展開を実施した。平面性低減
の方法として、①化合物の芳香環に置換基を導入して平面構造を崩す方法、②化
合物の芳香環の数を減らし、sp3 炭素の割合を増やすことで平面性を低下させる
方法を試みた。 
第 2 章では①の方法、すなわち、1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 誘導体と 1H-
pyrazolo[3,4-c]pyridineに窒素原子を導入した 3H-[1,2,3]triazoro[4,5-c]pyridine誘導
体に関して、芳香環に置換基を導入して化合物の平面性を崩すことによる溶解
性の改善を試みた。その結果得られた知見として、化合物の構造と融点、溶解性
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の相関、代表化合物の経口吸収性について述べる。 
第 3 章では②の方法、すなわち、芳香環の数が少なく、sp3炭素の割合の大き
い新たな骨格の探索を試みた。そこで見出した 7-azaspiro[3.5]nonan 誘導体に関
して、SAR 研究と薬物動態の結果、さらに、病態モデル動物を用いた薬効試験
の結果について述べる。 
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本論 
 
第 1 章 GPR119 アゴニスト活性を有する新規 1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 誘導体
の創出 
 
第 1 節 Ligand Based Drug Design (LBDD)による新規骨格 1H-pyrazolo[3,4-
c]pyridine の創出 
 
 近年の創薬研究では標的分子（タンパク質や受容体など）に作用する新たな低
分子を見つけ出す方法として、Structure Based Drug Design (SBDD)、Ligand Based 
Drug Design (LBDD)、Fragment Based Drug Discovery (FBDD)がよく用いられてい
る。SBDD は標的タンパク質とそのリガンドの共結晶構造を X 線構造解析によ
り得たのちに、その構造情報を利用して新たな化合物をデザインするという手
法であるが、GPR119 は未だに構造情報が得られていないため、この手法を用い
ることはできない。また、FBDD は分子量 300 未満のフラグメント化合物群をス
クリーニングし、標的タンパク質と結合するフラグメントを得たのちに、それら
の共結晶構造を利用して化合物をデザインする手法であるが、こちらも GPCR
の場合、化合物との共結晶を得るのが困難である。一方で、LBDD は複数のリガ
ンドの構造情報を利用して新たな化合物をデザインするという手法であること
から、標的タンパク質の構造情報を必要としない。本ターゲットである GPR119
はリガンドとして既知のアゴニストが複数報告されていたことから LBDD に適
したターゲットであり、著者は本手法を用いることにより効率的に新規骨格を
有する GPR119 アゴニストを得ることができると考えた。 
 既知の GPR119 アゴニストの分子構造（Figure 5）に着目すると、いずれも左
側にメタンスルホニルベンゼン（またはその等価体）、右側にカーバメート置換
ピペリジン（またはその等価体）を有し、それらをスペーサーで繋いだ構造であ
ることがわかる。著者はこのスペーサー部分のコンフォメーションを固定化す
ることで両末端を適切な方向に向けることできれば、より活性の強いアゴニス
トが得られると考えた。コンフォメーションを制限するスペーサーとして縮環
構造に着目し、Figure 6 に示したような多様な縮環構造を有する化合物をデザイ
ンした。デザインした化合物について、LBDD の手法を用いたコンピューター上
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でのスクリーニングを実施した。 
 
 
Figure 5. LBDD に用いた GPR119 アゴニストの構造 
 
 
Figure 6. Design of the 1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine derivative (アゴニスト活性の測定
方法は 16 ページに記載) 
 
 LBDD の手法では、はじめにターゲットタンパクに結合する複数のリガンド
の構造情報からコンピューター上でファーマコフォアモデルを構築する。ファ
ーマコフォアモデルとはターゲットに結合するために重要な官能基の特性（疎
水性、水素結合受容性、水素結合供与性、芳香族性）を３次元的に配置したモデ
ルである。多様な構造のリガンドを用いることでより確度の高いモデルを作成
できることから、本研究では化合物 1、2、3 の構造情報を使用した。コンピュー
ター上で３化合物を重ね合わせ、結合に重要と考えられる官能基特性を抽出し、
ファーマコフォアモデルを作成した。（Figure 7）なお、ファーマコフォアモデル
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の作成には BIOVIA 社の分子シミュレーションソフトウェアである Discovery 
Studio を用いた 17) 。 
 
 
Figure 7. Superposition of compound 1 (carbon atoms are colored purple), 2 (orange), 3 
(yellow) and a generated pharmacophore model. The pharmacophore model consists of 
two hydrogen bond acceptors (green arrows and spheres), two hydrophobic sites (cyan 
spheres) and two aromatic rings (orange arrows and spheres). 
 
 
Figure 8. Mapping of compound 4 (gray) onto the pharmacophore model. 
 
 得られたファーマコフォアモデルにデザイン化合物を重ね合わせた結果、イ
ンドール誘導体 4 が最も適切に重なることがわかった(Figure 6)。 ファーマコフ
ォアモデルと化合物 4 を重ね合わせた図を Figure 8 に示した。インドール誘導
体 4 は脂溶性が高いため、脂溶性を下げるためにインドール環に窒素原子を導
入したインダゾール誘導体 7、ベンゾトリアゾール誘導体 8、1H-pyrazolo[3,4-
c]pyridine 誘導体 6, 5 を実際に合成し、in vitro 評価を実施した(Table 2, アゴニス
ト活性の測定方法は 16 ページに記載)。その結果、1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 誘
導体の活性が最も高く、化合物 6 は 20 nM、化合物 5 は 42 nM の活性を示した。
このようにして著者は 1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 骨格を有する新規な GPR119 ア
ゴニストを見出した。1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 誘導体 5 をリード化合物とし、
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更なる in vitro 活性の向上を目指し、両末端の置換基の構造活性相関（SAR）研
究を実施することにした。 
 
Table 2. 
SAR of the 6-5 fused ring spacers 
 
Compound R X Y 
hGPR119 
EC50 (nM) 
ClogPa 
5 iPr N CH 42 2.21 
6 tBu N CH 20 2.60 
7 tBu CH CH 31 3.43 
8 tBu CH N 63 2.86 
a The ClogP value was calculated using a software from Daylight 
Chemical Information Systems, Inc. 
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第 2 節 1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 誘導体の合成 
 
 
Figure 9. 本章で合成・評価した化合物 
  
 リード化合物 5 の、構造活性相関（SAR）を探索すべく、Figure 9 に示した Ar
部位、R 部位を変換した化合物を合成した。 
本章で評価した 1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 誘導体は全て共通中間体 12aを経由
して合成した。12aは市販の2-bromo-4-methyl-5-nitropyridine (9)を出発原料とし、
Scheme 1 に示した 3 工程で合成した。すなわち、2-bromo-4-methyl-5-nitropyridine 
(9)のニトロ基を水素雰囲気下、ラネーニッケルを用いることにより還元し、ア
ミン 10 を得た。10 のアミンに酸性条件下、亜硝酸ナトリウムを作用させて、系
中でジアゾニウム塩とし、そのまま分子内環化させてピラゾール環を構築し、11
を得た。塩基性条件下、11 と市販の t-butyl 4-(methylsulfonyloxy)piperidine-1-
carboxylate との置換反応に付した後に、生じた位置異性体 12b (Figure. 10)をシ
リカゲルカラムクロマトグラフィーにより分離することで、目的の中間体 12a を
得た。12a と 12b の生成比は約 3:1 であった。 
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Scheme 1. (a) H2, Raney-Ni, THF, rt, 93%; (b) NaNO2, AcOH, rt, 59%; (c) Cs2CO3, tert-butyl 4-
(methylsulfonyloxy)piperidine-1-carboxylate, DMF, 80 ˚C, 36%. 
 
 
Figure 10. 位置異性体 12b の構造 
 
Ar 部位にメチルスルホニル基を有する誘導体 5, 6, 15a-i は Scheme 2 に示した
方法で合成した。すなわち、共通中間体 12a の Boc 基を塩酸で除去し、得られ
たアミンを isopropyl chloroformate と反応させることで 13a を得た。同様に 12a
の Boc 基を除去した後に、2-chloro-5-ethylpyrimidine と反応させることで 13b を
得た。得られた 13a, 13b に対するアリールボロン酸を用いた鈴木カップリング
により化合物 15a 15b, 15i を得た。R 部位を変換した化合物 5, 15c-h は共通中間
体 12a と市販のアリールボロン酸との鈴木カップリングをした後に Boc 基を除
去し、生じたピペリジンの NH をカーバメート化、アリール化あるいはアルキル
化することにより合成した。 
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Scheme 2. (a) (i) HCl, MeOH, 1,4-dioxane, rt; (ii) for 13a, isopropyl chloroformate, DIPEA, 
CHCl3, rt, 73%; for 13b, 2-chloro-5-ethylpyrimidine, Cs2CO3, DMSO, 180 ˚C, 70%; (b) for 6, 
15i, ArB(OH)2, PdCl2(dppf)·CH2Cl2, Na2CO3, H2O, DMF, 100 ˚C, 40~48%; for 14, 15a, 15b, 
ArB(OH)2, Pd(PPh3)4, Na2CO3, H2O, EtOH, microwave, 160 ˚C, 54~89%; (c) (1) HCl, MeOH, 
1,4-dioxane, rt; (2) for 5, 15c, alkyl chloroformate, Et3N, CHCl3, rt, 56~82%; for 15d, 15h, 1-
{[(1,1-difluoro-2-methylpropan-2-yl)oxy]carbonyl}-3-methyl-1H-imidazol-3-ium iodide, Et3N, 
CHCl3, rt, 93~96%; for 15e, 2-chloro-5-ethylpyrimidine, Cs2CO3, DMSO, microwave, 180 ˚C, 
62%; for 15f, 2-bromo-5-methylpyridine, Cs2CO3, DMSO, 180 ˚C, 21%; for 15g, iPnBr, K2CO3, 
CH3CN, reflux, 87%. 
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Ar 部位にアミド基を有する誘導体 17a-g の合成法を Scheme 3 に示した。13a, 
13b とカルボン酸置換アリールボロン酸との鈴木カップリングにより、カルボン
酸 16a-c を得た。得られたカルボン酸と各種アミンとのアミド化により、目的の
アミド誘導体 17a-g を得た。 
 
 
Scheme 3. (a) ArB(OH)2, Pd(PPh3)4, Na2CO3, H2O, EtOH, microwave, 160 ˚C, 66~98%; (b) 
R5R6NH, EDCI·HCl, HOBt·H2O, Et3N, DMF, rt, 32~76%. 
 
Ar 部位にエーテル構造を有する誘導体 19, 20 の合成法を Scheme 4 に示した。
共通中間体 12a と 4-(methylsulfonyl)phenol に対し、触媒量の CuI、リガンドとし
てピコリン酸を用いて Ullmann 型カップリングを行い 18)、エーテル 18 を得た。
18 の Boc 基を除去した後に isopropyl chloroformate を用いてカーバメート化を実
施した結果、目的のエーテル誘導体 19 が得られた。化合物 20 は化合物 13a と
3-(methylsulfonyl)phenol から上記と同様の条件を用いた Ullmann 型カップリング
により合成した。 
 
Scheme 4. (a) 4-(methylsulfonyl)phenol, CuI, picolinic acid, K3PO4, DMSO, 105 ˚C, 42%; (b) (i) 
HCl, MeOH, 1,4-dioxane, rt; (ii) isopropyl chloroformate, Et3N, CHCl3, rt, 80%; (c) 3-
(methylsulfonyl)phenol, CuI, picolinic acid, K3PO4, DMSO, 100 ˚C, 86%. 
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第 3 節 1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 誘導体の in vitro 評価 
 
 合成した化合物のアゴニスト活性はヒト GPR119 を過剰発現させた Flp-In-T-
Rex-HEK293 細胞を用いて評価した。アゴニスト作用により細胞内の cAMP 濃度
が上昇することから（Figure 2）、化合物添加前と添加後の細胞内 cAMP 濃度を
測定し、その差をアゴニスト作用とした。また、化合物の最大アゴニスト作用
（Emax）の 50％のアゴニスト作用に達する化合物濃度（EC50）をアゴニスト活
性として算出した。 
 前述したように、GPR119 は脂溶性の高い化合物に対して強いアゴニスト活性
を示す傾向があることから、化合物の脂溶性を考慮せずに活性の向上を目指す
と、最終的に得られる高活性化合物は脂溶性が非常に高いものとなってしまう。
そこで、本章の SAR 研究では化合物の活性（EC50）の測定とともに脂溶性（CLogP）
の計算も実施し、さらに、これらの数値から脂溶性効率（LipE）を算出した。脂
溶性効率（LipE）はファイザー社が提唱した指標で、LipE = pEC50 - ClogP で定
義される 19, 20)。活性が高いほど、また、脂溶性が低いほど LipE は高い値となり、
この値が高いほどドラッグライクな化合物といえる。この指標を利用すること
により、脂溶性を上げすぎることなく活性を向上させ、活性と脂溶性のバランス
のとれた化合物を取得することを目指した。 
 
 
Figure 9. 本章で合成・評価した化合物 
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 リード化合物 5 の SAR 研究は、はじめに左側の芳香環部位(Ar 部位)の構造を
探索した後に、右側のピペリジンの窒素上の置換基(R 部位)の構造を探索し、最
後にそれらを組み合わせて化合物を最適化した（Figure 9）。 
はじめに左側の芳香環部位(Ar 部位)の構造探索を実施した。その結果を Table 
3 に示す。化合物 5 のピラゾロピリジン環とメタンスルホニルフェニル部位の間
に酸素原子を導入した 19、20 は活性が減弱した。ClogP は 5 と比較して低下し
たものの、ClogP 低下による LipE の上昇分より活性減弱による LipE の低下分の
ほうが大きかったため、LipE は低下した。19 は 5 と比較して芳香環の向きが変
わり、それに伴いメチルスルホニル基の位置が変わったことにより、受容体との
相互作用が減り、活性が減弱したと考えられる。20 はメチルスルホニル基の位
置を調節したが、活性は戻らなかった。5 の 4-(methylsulfonyl)phenyl 基を 4-
(methylsulfonyl)pyridin-5-yl 基に変換した 15a は活性、LipE が低下した。一方で、
4-(methylsulfonyl)phenyl 基の 2 位にフッ素原子を導入した 15b は 5 と比較して若
干の活性向上が見られ、同等の LipE を示した。続いて、15b のメタンスルホニ
ル基をカルバモイル基に変換したところ、活性が 3 分の 1 に減弱し、LipE も 5.15
から 4.39 へ低下した（17a）。17a のベンゼン環の 2 位(1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine
骨格から見てオルト位)にはフッ素基が置換されているが、骨格から見てメタ位
にフッ素基を置換することでも活性が向上することが知られていたため 10)、次
に、化合物 17a のベンゼン環の 5 位にもフッ素基を導入した 17b を合成し、評
価した。その結果、17b は 17a と比較して活性は 2 倍向上し、LipE も 4.89 へ改
善した。続いて、アミド基周辺の活性への影響を見るために 17b のカルバモイ
ル基をジメチルカルバモイル(17c)、エチルカルバモイル(17d)、プロピルカルバ
モイル(17e)、2-ヒドロキシエチルカルバモイル(17f)へと変換した。ジメチルカル
バモイル(17c)は 17b と同等の活性を示した。一方で、エチルカルバモイル(17d)、
プロピルカルバモイル(17e)は著しい活性の増強が見られた。17e に関しては、活
性は増強したものの、脂溶性が上がったため(CLogP = 3.71)、LipE の値は 4.15 と
なり、他の化合物と比較して低下した。2-ヒドロキシエチルカルバモイル(17f)に
関しては、活性の減弱が見られたものの（EC50 = 92 nM）、水酸基の効果で脂溶
性が大きく低下したため、LipE の値は 4.95 となり、アミド誘導体の中では最も
良い値を示した。以上の結果より、アミドの置換基は無置換やジアルキル基と比
較してモノアルキル基が活性の面で優れていることがわかった。また、アルキル
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基の先に OH のような親水性置換基を有していても、脂溶性低下の度合いに対
して活性低下は小さいことがわかった。 
活性値や LipE の観点から、Ar は 2-フルオロ-4-(メチルスルホニル)フェニル基
(15b)と 2,5-ジフルオロ-4-((2-ヒドロキシエチル)カルバモイル)フェニル基(17f)が
有望な置換基であることがわかった。 
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Table 3 
SAR of the pyrazolopyridine substituents 
 
Compound Ar 
hGPR119 
EC50 (nM) 
ClogPa LipEb 
5 
 
42 2.21 5.17 
19 
 
177 2.12 4.63 
20 
 
266 2.12 4.46 
15a 
 
197 2.09 4.61 
15b 
 
27 2.42 5.15 
17a 
 
97 2.63 4.39 
17b 
 
52 2.39 4.89 
17c 
 
46 2.62 4.71 
17d 
 
10 3.18 4.82 
17e 
 
14 3.71 4.15 
17f 
 
92 2.09 4.95 
a The ClogP value was calculated using a software from Daylight 
Chemical Information Systems, Inc. b LipE = pEC50 - CLogP 
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Figure 9. 本章で合成・評価した化合物 
 
次に、化合物 5 のピペリジンの窒素上の置換基(R)の探索を実施した（Table 4）。
探索の過程でこの位置の置換基は化合物の代謝安定性への影響が大きいことが
わかったため、Table 4 には活性値とともに代謝安定性試験の結果（hMS）も記
載した。この代謝安定性試験はヒト肝ミクロソームと化合物を 15 分間反応させ
た後、化合物の減少量から代謝率を測定する試験である。数値が低いほど代謝的
に安定であり、20％以下の化合物が代謝に安定と判断される。5 のイソプロピル
カーバメート基を t-ブチルカーバメート基（6）あるいは、イソブチルカーバメ
ート基（15c）に変換したところ、両化合物とも 5 と比較して活性の改善が見ら
れた。15c についてはヒト肝ミクロソームに不安定であった。15c のイソブチル
カーバメート部位が代謝を受けていると考えられたことから、カーバメート部
位の代謝安定化を図るためにカーバメート基のアルキル部分にフッ素原子を導
入したところ、期待通り、15d はヒト肝ミクロソームに安定であった。 
 次に活性や LipE の向上に期待して化合物 5 のカーバメート基をピリジンやピ
リミジンのような生物学的等価体に変換し、活性を評価した。5-エチルピリミジ
ル基を導入した 15e は 5 と比べて 3 倍の活性増強が見られ LipE も向上した。5-
メチルピリジル基を導入した 15f も 5 と比べて若干の活性増強が見られた。しか
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しながら、ヒト肝ミクロソーム安定性に関しては、化合物 5 と同等かそれ以下
であった。 
 続いて、5 のイソプロピルカーバメート基をイソペンチル基に変換したところ、
著しい活性の減弱が見られた（15g : 220 nM）。 
活性値や代謝安定性の観点から、ピペリジンの窒素上の置換基(R)は 1,1-ジフ
ルオロ-2-メチルプロパン-2-イルカーバメート基(15d)と 5-エチルピリミジル基
(15e)が有望であることがわかった。 
 
 
Table 4 
SAR of the piperidine substituents 
   
 
Compound R hGPR119 EC50 (nM) ClogPa LipEb hMS(%)c 
5 
 
42 2.21 5.17 24.1 
6 
 
20 2.60 5.09 NTd 
15c 
 
11 2.82 5.13 79.8 
15d 
 
23 2.65 4.99 3.9 
15e 
 
13 2.03 5.85 20.3 
15f 
 
30 2.27 5.25 44.1 
15g 
  
220 3.10 3.55 NTd 
a The ClogP value was calculated using a software from Daylight Chemical Information Systems, Inc.  
b LipE = pEC50 - CLogP 
c % Metaborized after 15-min incubation with human liver microsomes (1 mg protein/mL). 
d Not tested. 
 
 
  
23 
 
最後に、Table 3, Table 4 で選んだ有望な Ar（左側アリール基）, R（右側ピペ
リジン置換基）を用い、組合せによる最適化を実施した。結果を Table 5 に示す。
左側に 2-フルオロ-4-(メチルスルホニル)フェニル基、右側に 1,1-ジフルオロ-2-
メチルプロパン-2-イルカーバメート基を有する化合物 15h は期待通り化合物 5
と比較して活性、代謝安定性ともに向上した。しかし、水への溶解性が非常に低
い化合物であった。2-フルオロ-4-(メチルスルホニル)フェニル基と 5-エチルピリ
ミジル基を組み合わせた化合物 15i は溶解性は低いものの、良好な代謝安定性と
非常に強いアゴニスト活性を示した。2,5-ジフルオロ-4-((2-ヒドロキシエチル)カ
ルバモイル)フェニル基を有する化合物 17g は良い活性を示したものの、代謝に
不安定であった。 
 
Table 5 
Combinations of promising components 
Compound Structure 
hGPR119 
EC50 (nM) 
hMS(%)a 
Solubility 
(μg/mL)b 
ClogPc LipEd 
5 
 
42 24.1 0.67 2.21 5.17 
15h 
 
10  2.1 <0.06 2.87 5.15 
15i 
 
4  14.3 0.34 2.25 6.12 
17g 
 
15  35.8 0.69 1.91 5.92 
a % Metabolized after 15-min incubation with human liver microsomes (1 mg protein/mL). 
b Thermodynamic solubility in pH6.8 phosphate buffer. 
c The ClogP value was calculated using a software from Daylight Chemical Information Systems, Inc.  
d LipE = pEC50 – ClogP 
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第 4 節 化合物 15i の薬物動態 
 
第 3 節で得られた強力なアゴニスト活性と良好な代謝安定性を有する化合物
15i を SD ラットを用いた PK 試験に供した。得られた PK パラメーターを Table 
6 に示す。15i は低いクリアランスと分布容積を示したが、残念ながらバイオア
ベイラビリティーは 12.6％と非常に低い値であった。続いて、15i を人口膜を用
いた膜透過試験（PAMPA）に供した。本試験は 1.5 × 10-6 cm/s を超えると高膜透
過性と判定されるが、15i は 112 × 10-6 cm/s (pH6.2)と高い膜透過性を示した。膜
透過に問題がなかったことから、15i の低バイオアベイラビリティーはその低い
溶解性に起因すると考えられた。本プロジェクトの目的のひとつである経口投
与可能で in vivo 薬理活性を有する化合物を得るためには化合物の溶解性改善が
必要であることがわかった。 
 
Table 6 
Pharmacokinetic parameters of 15i in SD rats 
  IV (3 mg/kg)  PO (10 mg/kg) 
Compound 
CL 
(mL/h/kg) 
Vd 
(mL/kg) 
t1/2 
(h) 
 AUC0-∞ 
(ng · h/mL) 
%F 
15i 759 537 0.617   1930 12.6 
 
* IV: 静脈投与､ PO: 経口投与、CL（クリアランス）: 薬物の消失速度を単位時間当たりに薬物
を含む体液をどれほど消去したかで表した値､Vd（分布容積）: 薬物が血中濃度と同じ濃度で
各組織に分布すると仮定した場合の容積、t1/2: 血中半減期、AUC0-∞: 血中濃度-時間曲線下面積、
体内に取り込まれた薬物の総量、%F: バイオアベイラビリティー、経口投与した薬物がどれほ
ど割合で体内に取り込まれたかを表した値 
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第 5 節 まとめ 
 
本章では既知の GPR119 アゴニストの構造情報を元に LBDD の手法を用いて
ファーマコフォアモデルを作成した。既知の GPR119 アゴニストの共通構造で
あるメタンスルホニルベンゼンとカーバメート置換ピペリジンをつなぐスペー
サーとして複数の縮環構造をデザインし、ファーマコフォアモデルを用いてコ
ンピューター上で評価した。その結果、インドール誘導体 4 がファーマコフォ
アと最もよく重なることがわかった。インドール誘導体 4 は脂溶性が高かった
ため、インドール部位に窒素原子を導入したインダゾール誘導体、ベンゾトリア
ゾール誘導体、1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 誘導体を実際に合成、in vitro 活性を評
価した結果、新規 GPR119 アゴニストとして、1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 誘導体
5 を見出した。5 をリード化合物とし、脂溶性効率 LipE を指標にして左側ベン
ゼン環の置換基と右側ピペリジンの窒素原子上置換基の最適化を実施した。そ
の後、得られた有望パーツを組み合わせることで 15i を見出した。15i は活性が
非常に強く、膜透過性、代謝安定性も良好な化合物であったが、ラット PK 試験
において、バイオアベイラビリティーが 12.6％と低い値を示した。この低バイオ
アベイラビリティーの原因は化合物の低い溶解性にあると考察した。 
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第 2 章 溶解性改善を目的とした 1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 誘導体の最適化 
 
第 1 節 溶解性改善のための合成方針 
 
 化合物の水への溶解性は医薬品開発において重要なパラメーターの一つであ
る。溶解性の低い化合物は経口吸収性が低くなるため、化合物の血中への曝露が
十分に得られず、血中曝露を増やすために投与量を増やさなければならなくな
る。また、製剤化検討によって経口吸収性の改善を目指すことになれば、追加の
コストや時間が必要となる。さらに、低溶解性化合物は hERG 試験のような in 
vitro 毒性試験において測定結果のブレが原因で毒性が見逃されることがあると
の報告もある 16)。以上のようなリスクを回避するために、医薬品候補化合物に
は水への溶解性の高い化合物を選抜することが望まれる。 
 化合物の水への溶解性は化合物の脂溶性、大きさや形、結晶格子エネルギーに
影響することが知られており、溶解性を改善するためには、①脂溶性を下げる、
②分子サイズを小さくする、③結晶格子エネルギ （ー融点と相関する）を下げる
必要がある。また、Yalkowsky らは水への溶解性(S)と脂溶性 LogPow(または
CLogP)、融点(MP)に経験則として式(1)のような相関関係があることを報告して
いる 21)。 
 
Log S = 0.5 - Log Pow - 0.01 (MP - 25)                                     (1) 
 
この経験則は化合物の LogPow(または CLogP)を 1 下げる、あるいは、融点を
100℃下げることで溶解性が 10 倍改善することを示している。 
著者はこれらの知見に従い、脂溶性を低下、または融点を低下させることによ
って 1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 誘導体の溶解性改善を試みることにした。 
第 1 章で見出した 15i は平面性が高く、融点を測定すると 229-230℃と高い値
を示した。このことから、本章では化合物の平面性低減による融点の低減に重点
を置いて検討を実施した。 
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第 2 節 ５－６員環縮合複素環化合物の合成 
 
 
Figure 11. 本章で合成・評価した化合物 
 
 第 1 章で見出した 1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 骨格を他の縮合複素環へと変換
し、活性と溶解性を比較するために、インダゾール、ベンゾトリアゾール、3H-
[1,2,3]triazolo[4,5-c]pyridine 誘導体の合成を実施した（Figure 11）。 
インダゾール誘導体 25, 33a, 33b の合成法を Scheme 5, 6 にそれぞれ示した。
市販の 4-bromo-2-methylaniline (21)を酸性条件下、亜硝酸ナトリウムと反応させ
ることでインダゾール環を構築し、22 を得た。インダゾールの NH を脱プロト
ン化し tert-butyl 4-(methylsulfonyloxy)piperidine-1-carboxylateと反応させてN-アル
キル化した後に、生じた位置異性体 23b（Figure 12）をシリカゲルカラムクロマ
トグラフィーにより分離することで、化合物 23a を得た。23a と 23b の生成比は
約 3:1 であった。本反応の選択性の考察を Figure 12 示した。22 とその互変異性
体 22b の NH の pKa を物性予測ソフトである ACD/Percepta により計算するとそ
れぞれ 12.7, 13.2 であった。この結果から、脱プロトン化した際に生じる anion A
と anion B では anion A が相対的に安定であるといえるため、anion A から生じる
23a が主生成物となったと考えられる。続いて、23a に対してマイクロウェーブ
による加熱条件にて鈴木カップリング反応を行い化合物 24 を得た。得られた 24
のピペリジンの Boc 基を脱保護し、遊離したアミンを塩基性加熱条件下、2-
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chloro-5-ethylpyrimidine と反応させインダゾール誘導体 25 を得た。 
 
 
Scheme 5. (a) NaNO2, AcOH, H2O, rt, 61%; (b) NaH, tert-butyl 4-
[(methanesulfonyl)oxy]piperidine-1-carboxylate, DMF, 90 ˚C, 53%; (c) [4-
(methanesulfonyl)phenyl]boronic acid, PdCl2(dppf)·CH2Cl2, Na2CO3, H2O, DMF, microwave, 
110 ˚C, 57%; (d) (1) HCl, MeOH, 1,4-dioxane, rt; (2) 2-chloro-5-ethylpyrimidine, DIPEA, DMF, 
100 ˚C, 69%. 
 
 
Figure 12. インダゾール 22 の N-アルキル化反応における位置選択性の考察 
 
 メチル基の置換したインダゾール誘導体 33a, 33b はそれぞれ市販のアミノフ
ェノール誘導体 26a, 26b を出発原料として合成した。アミノ基を Boc2O を用い
て Boc 保護し、フェノール性水酸基を Tf2O を用いてトリフラート化し、28a, 28b
を合成した。酸性条件下、Boc 基を除去し、得られたアニリンを酢酸中、亜硝酸
ナトリウムと反応させ、インダゾール 30a, 30b を得た。鈴木カップリングにて
31a, 31b とした後に、インダゾールの N－アルキル化、Boc 基の除去、ピペリジ
ンの N－アリール化を経てインダゾール誘導体 33a, 33b をそれぞれ合成した。 
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Scheme 6. (a) Et3N, Boc2O, MeOH, rt, 80~84%; (b)Tf2O, pyridine, CHCl3, rt, 99~100%; (c) HCl, 
EtOAc, rt, 100%; (d) NaNO2, AcOH, H2O, rt, 64~76%; (e) [4-(methanesulfonyl)phenyl]boronic 
acid, PdCl2(dppf)·CH2Cl2, Na2CO3, H2O, DMF, microwave, 130 ˚C, 72~76%; (f) Cs2CO3, tert-
butyl 4-[(methanesulfonyl)oxy]piperidine-1-carboxylate, DMSO, 90 ˚C, 41~68%; (g) (1) HCl, 
MeOH, 1,4-dioxane, rt; (2) 2-chloro-5-ethylpyrimidine, Cs2CO3, DMSO, 120 ˚C, 30~38%. 
 
 ベンゾトリアゾール誘導体 39 は Scheme 7 に示した方法にて合成した。市販
の 4-bromo-1-fluoro-2-nitrobenzene (34) と  tert-butyl 4-aminopiperidine-1-
carboxylate を用い、炭酸セシウム存在下、芳香族求核置換反応を行い 35 を得た。
鉄、及び塩化アンモニウムを用いたニトロ基の還元により得たアニリン 36 を酸
性条件下、亜硝酸ナトリウムと反応させトリアゾール環を構築し 37 を合成した。
鈴木カップリングにて 38 を得たのちに 38 の Boc 基を脱保護し、遊離したアミ
ンを 2-chloro-5-ethylpyrimidine と反応させベンゾトリアゾール誘導体 39 を得た。 
 
 
Scheme 7. (a) Cs2CO3, tert-butyl 4-aminopiperidine-1-carboxylate, DMSO, 100 ˚C, 98%; (b) Fe, 
NH4Cl, EtOH, H2O, 78 ˚C, 100%; (c) NaNO2, AcOH, H2O, rt, 76%; (d) [4-
(methanesulfonyl)phenyl]boronic acid, PdCl2(dppf)·CH2Cl2, Na2CO3, H2O, DMF, microwave, 
100 ˚C, 25%; (e) (1) HCl, MeOH, 1,4-dioxane, rt; (2) 2-chloro-5-ethylpyrimidine, DIPEA, IPA, 
80 ˚C, 31%. 
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 3H-[1,2,3]triazolo[4,5-c]pyridine 誘導体は 2-bromo-5-fluoropyridine (40)を出発原
料として合成した（Scheme 8）。ピリジン 40 ではニトロ化に対する反応性が低
いため、40 のピリジンを過酸化尿素、無水トリフルオロ酢酸を用いた条件 22)に
てピリジン N－オキシド 41 へと変換した後に、発煙硝酸、濃硫酸を用いてニト
ロ化することにより 42 を得た。42 に対し、1-(5-ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-
amine あるいは isopropyl 4-aminopiperidine-1-carboxylate を置換することにより、
それぞれ 43a、43b を得た。ニトロ基を還元して得たジアミンを TFA 存在下、
Na2NO2 を用いてトリアゾール環を構築することにより、それぞれ 45a、45b を
得た。この時のトリアゾール環の構築は Scheme 7 の(c)に示した AcOH 溶媒の条
件では反応は進行せず、より酸性の強い TFA を溶媒として用いることにより反
応は進行した。反応機構（Figure 13）からこの要因を考察すると、ピリジンの電
子求引効果により 44a、44b のアミンの求核力が低下したため、前半のジアゾ化
の反応性が低下し AcOH では反応が進行しなかったと考えられる。 
 
 
Scheme 8. (a) H2O2-urea, TFAA, CHCl3, rt, 100%; (b) fuming HNO3, H2SO4, 100 ˚C, 80%; (c) 
for 43a, Cs2CO3, 1-(5-ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-amine, DMSO, rt, 86%; for 43b, Cs2CO3, 
isopropyl 4-aminopiperidine-1-carboxylate, DMSO, rt, 100%; (d) Fe, AcOH, 100 ˚C, 72~100%; 
(e) NaNO2, TFA, H2O, rt, 35~66%. 
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Figure 13. トリアゾール環構築の反応機構 
 
 得られた 45a を用い、Scheme 9 に示したルートにて 46a-c、48a-k を合成した。
46a-c は 45a と各種アリールボロン酸との鈴木カップリングにて合成した。48a-
k は 45a と p 位がカルボン酸で置換された各種アリールボロン酸を用いて鈴木
カップリングをしたのちに、得られたカルボン酸をエチルアミンと縮合するこ
とにより合成した。 
 50a-d は Scheme 10 に示したように、45b を用いて鈴木カップリング、縮合反
応にて合成した。 
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Scheme 9 (a) ArB(OH)2, PdCl2(dppf)·CH2Cl2, Na2CO3, H2O, DMF, 100˚C, 48~56%; (b) for 47a, 
3-fluoro-4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzoic acid, PdCl2(dppf)·CH2Cl2, 
Na2CO3, H2O, DMF, 110 ˚C, 65%; for 47b-k, ArB(OH)2 or ArBpin, Pd(PPh3)4 , Cs2CO3, H2O, 
EtOH, microwave, 150-160˚C, 31~81%; (c) EtNH2, EDCI·HCl, HOBt·H2O, Et3N, DMF, rt, 
19~88%. 
 
 
 
Scheme 10. (a) 2,5-difluoro-4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzoic acid, 
Pd(PPh3)4 , Na2CO3, H2O, EtOH, microwave, 160˚C, 22%; (b) R5R6NH, EDCI·HCl, HOBt·H2O, 
Et3N, DMF, rt, 40~75%. 
 
 
 
  
33 
 
第 3 節 3H-[1,2,3]triazoro[4,5-c]pyridine 誘導体の合成法の改良 
 
3H-[1,2,3]triazoro[4,5-c]pyridine 誘導体のスケールアップ合成をする際に、示差
走査型カロリメトリ （ーDSC）を用いて合成中間体の熱安定性を測定したところ、
化合物 42（Figure 14）が爆発性の高い非常に危険な化合物であることがわかっ
た。 
 
 
Figure 14. 化合物 42 の構造 
 
この結果を受けて、このような危険な中間体を経由しない新たなルートにて
3H-[1,2,3]triazoro[4,5-c]pyridine 誘導体を合成することにした。改良合成ルートを
Scheme 11 に示す。42 のようなニトロ基の足がかりを利用せずに 3,4-ジアミノピ
リジン骨格を構築するのは合成難易度が高いと考えられたため、最初から 3,4-ジ
アミノピリジン骨格を有する 6-chloropyridine-3,4-diamine (51)を出発原料とする
ことにした。鈴木カップリングの反応性を考えると 6-bromopyridine-3,4-diamine
の方が出発原料として適しているが、入手性が悪く、価格も高価であったため、
比較的安価な 51 を出発原料として選択した。51 に対し、NaBH(OAc)3を用いた
還元的アミノ化により 1-benzylpiperidin-4-one と反応させ 52 を得た。この時、ピ
ペリジンの NH の保護基は次のトリアゾール構築の反応で TFA を溶媒として用
いるため、Boc 基ではなくベンジル基を選択した。52 を TFA 存在下、NaNO2と
反応させてトリアゾール環を構築し 53 を得た。53 のベンジル基の脱保護、すな
わち、ベンジル基を 1-クロロエチルカーバメート基に変換した後に、MeOH 中
で加熱することでカーバメートを除去し、アミン 54 を得た。続いて、54 のピペ
リジンの NH をイソプロピルカーバメート化して 55 を得た。クロロ体 55 の鈴
木カップリングはブロモ体 45b を用いた際と同様の条件で進行し、49 が得られ
た。最後にカルボン酸をアミド化し、目的物 50d を得た。本ルートは危険な合成
中間体を経由しない安全な合成ルートである。 
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Scheme 11. (a) 1-benzylpiperidin-4-one, NaBH(OAc)3, ClCH2CH2Cl, AcOH, rt, 42%; (b) NaNO2, 
TFA, H2O, rt, 79%; (c) (1) 1-chloroethyl chloroformate, CHCl3, 60 ˚C; (2) MeOH, 60 ˚C, 61%; 
(d) isopropyl chloroformate, Et3N, CHCl3, rt, 80%; (e) 2,5-difluoro-4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-
dioxaborolan-2-yl)benzoic acid, Pd(PPh3)4, NaHCO3, H2O, EtOH, microwave, 120˚C, 30%; (f) 
pyrrolidine, EDCI·HCl, HOBt·H2O, Et3N, DMF, rt, 75%. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
35 
 
第 4 節 ５－６員環縮合複素環化合物の構造－活性／溶解性相関 
 
 
 
Figure 15. 構造－活性／溶解性相関研究を目的とした 1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine
骨格の変換 
 
 本章では化合物のアゴニスト活性と同時に化合物の溶解性も測定した。溶解
性は化合物を pH6.8 のリン酸バッファーに添加し、25℃にて 24 時間撹拌後に溶
液部分を分離し、HPLC にて定量することにより測定した。 
 はじめに、化合物 15e の 1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 部位を他の縮合複素環へと
変換し、活性と溶解性を比較した。Figure 15 に示したように、平面性の低減や
脂溶性の低減を目的として化合物をデザイン・合成し、評価した。結果を Table 
7 に示す。縮合複素環部位をインダゾールに変換した化合物 25 は活性は 15e と
同等であったが、溶解性は低下し、検出限界以下となった。化合物の平面性を崩
すことを目的としてインダゾールの 4 位または 6 位にメチル基を導入した化合
物 33a、33b を合成したが活性が 15e と比べてそれぞれ 5 分の 1、245 分の 1 に
減弱した。この結果から縮合複素環の 4、6 位への置換基の導入は活性に良い影
響を与えないことがわかった。活性が減弱したため、33a、33b の溶解性は測定
しなかった。続いて、縮合複素環をベンゾトリアゾールとした化合物 39 を合成
した。39 の活性は 15e や 25 と比較して若干減弱し、溶解性は検出限界以下まで
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低下した。活性は低下したものの、脂溶性も低下したため、39 の LipE の値は
5.23 となり、インダゾール誘導体 25 の LipE の値 (4.99)より高くなった。この結
果を受けて、さらに脂溶性を低減すべく 15e の 3 位の炭素を窒素に変換した 3H-
[1,2,3]triazoro[4,5-c]pyridine 誘導体 46a をデザイン、合成したところ、46a は 15e
と同等の活性、溶解性を示した。脂溶性の指標である ClogP は Table 7 で最も低
い値となったことから、LipE は最も高い値を示し、3H-[1,2,3]triazoro[4,5-
c]pyridine が脂溶性効率の最も良いスペーサーであることがわかった。46a の溶
解性は 15e と同等であったが、脂溶性は 15e より低かったため、その点が溶解性
改善を目指した誘導体展開に有利に働くと考え、3H-[1,2,3]triazoro[4,5-c]pyridine
誘導体を中心に溶解性改善のための最適化を実施することにした。 
 
Table 7 
Structure-activity/solubility relationships of spacers 
  
Cpd. Spacer 
hGPR119 
EC50 (nM) 
ClogPa 
Solubility 
(μg/mL)b 
LipEd 
15e 
 
13 2.03 0.12 5.86 
25 
 
14 2.86 <0.05 4.99 
33a 
 
70 3.06 NTc 4.09 
33b 
 
3423 3.06 NTc 2.41 
39 
 
31 2.28 <0.06 5.23 
46a 
 
21 1.73 0.13 5.95 
a The ClogP value was calculated using software from Daylight Chemical 
Information Systems, Inc. 
b Thermodynamic solubility in pH6.8 phosphate buffer. 
c Not tested. d LipE = pEC50 - CLogP 
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Figure 16. 構造活性／溶解度相関研究を目的とした Ar 部位の変換 
 
次に、46a の左側芳香環部位(Ar)の変換を実施した（Figure 16）。その結果を
Table 8 に示す。46a は結晶性の高い化合物で、融点を測定したところ 269-270℃
と非常に高い値であった。このことから著者は化合物の低溶解性がその高い結
晶性、すなわち、高い結晶格子エネルギーに起因し、それは化合物の平面性によ
る強い分子間相互作用に由来すると考察した。実際に、石川らは化合物の平面性
や対称性を崩して結晶格子エネルギーを減少させることにより、化合物の溶解
性を改善することができると報告していることから 23)、本化合物においても化
合物の結晶格子エネルギーを減少させる、すなわち、融点を下げることに重点を
置いて溶解性を改善しようと試みた。 
 化合物 46a の 4-(メタンスルホニル)フェニル基の 2 位あるいは 3 位に置換基
を導入し、メタンスルホニル基-フェニル基間の CH3-S-Ph 結合間あるいはフェニ
ル基-ピラゾロピリジン環の平面性を崩すことを目的として置換基導入を検討し
た。2 位あるいは 3 位にフッ素原子を導入した化合物 46b, 46c は 46a と比べて活
性値は 3 倍あるいは 2 倍の向上が見られたが、溶解性は改善せず、融点も高い
ままであった。次に 2-フルオロ基、2,5-ジフルオロ基、2,3-ジフルオロ基で置換
されたエチルカルバモイルフェニル基を導入した化合物 48a, 48b, 48c を合成、
  
38 
 
評価したところ、48b が最も良い活性を示したが、溶解性は 46a と比較して改善
しなかった。融点に関しては 3 化合物とも 46a より低下はしたものの 200℃を超
える値となった。これらの結果から、フッ素程度の大きさの原子では化合物の平
面性は崩せないことが示唆された。 
 次に、フルオロ基より大きな置換基の導入について検討した。化合物 48a の
2-フルオロ基を 2-メチル基、2-クロロ基に変換した化合物 48d, 48e は活性値は
48a と同等で、融点は 40～50℃程度低下したものの、溶解性は低いままであっ
た。一方で、2-トリフルオロメチル基に変換した 48f は融点が大幅に低下し(104-
106 ˚C)、溶解性も 0.63 μg/mL と若干改善した。続いて、エチルカルバモイルフ
ェニル基の 3 位への置換基導入を検討した。3-メチル体(48g)、3-クロロ体(48h)、
3-トリフルオロメチル体(48i)を合成、評価した結果、3-メチル体(48g)の融点が最
も低い値(206-207℃)となり、溶解性も 0.84 μg/mL と若干の改善を示した。以上
の結果、すなわち、48d-g, 48i において融点が低下したことを受けて、置換基を
増やすことで更なる融点の低下が期待できると考え、エチルカルバモイルフェ
ニル基にメチル基を 2 つ導入することにした。その結果、2,6-ジメチル体(48j)、
3,5-ジメチル体(48k)はいずれも 110℃前後の融点を示し、メチル体 48d や 48g と
比べて大幅に低下した。48k については溶解性が 2.43 μg/mL まで改善した。2 つ
のメチル基によってフェニル基周辺の平面性が大きく崩れていることが示唆さ
れた。48k の安定コンフォメーションを Molecular Operating Environment プ
ログラムと Gaussian09 プログラムを用いて計算した結果、アミド基－フェニ
ル基間が大きくねじれており、その 2 面角は 72°であった（Figure 17）。この計
算結果も 48k のフェニル基周辺の平面性が崩れていることを示唆した。融点が
低下し、溶解性も改善した 48k を得ることができたものの、48k のヒト肝代謝安
定性試験を実施した結果、代謝に不安定であることがわかったため、この化合物
を in vivo 試験へと進めることはできなかった。 
 
Figure 17. 48k の安定コンフォメーション 
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Table 8. Structure-activity/solubility relationships of Ar group 
   
Cpd. Ar hGPR119 EC50 (nM) ClogPa Melting point(oC) Solubility (μg/mL)b 
46a 
 
21 1.73 269-270 0.13 
46b 
 
7 1.95 269-270 <0.06 
46c 
 
9 1.95 229-230 <0.07 
48a 
 
15 2.92 239 NTc 
48b 
 
2 2.70 235-236 0.12 
48c 
 
10 2.63 224-225 NTc 
48d 
 
19 2.86 179-180 <0.04 
48e 
 
13 3.24 197-198 0.12 
48f 
 
60 3.81 104-106 0.63 
48g 
 
18 2.82 206-207 0.84 
48h 
 
18 2.66 242-245 <0.08 
48i 
 
39 2.60 219-221 0.27 
48j 
 
83 3.06 109-113 0.9 
48k 
 
27 2.98 110-112 2.43 
a The ClogP value was calculated using software from Daylight Chemical Information Systems, Inc. 
b Thermodynamic solubility in pH6.8 phosphate buffer.  c Not tested. 
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Figure 18. 構造活性／溶解度相関研究を目的としたアルキルカーバメート誘
導体の Ar 部位の変換 
 
Table 8 の結果から、右側に 4-エチルピリミジンを有する化合物では更なる溶
解性の改善は困難であると考えられた。化合物中の芳香環の数と化合物の水へ
の溶解性には相関があり、芳香環の数を減らすと溶解性が改善することが報告
されていることから 24)（詳細を第 3 章、第 1 節にて述べる）、次に 4-エチルピリ
ミジンをアルキルカーバメートに変換した化合物について、アゴニスト活性、融
点、溶解性を評価することにした（Figure 18）。その結果を Table 9 に示す。実
際に、第 1 章で合成したイソプロピルカーバメートを有する 1H-pyrazolo[3,4-
c]pyridine 誘導体 5 は 4-エチルピリミジンを有する誘導体 15e と比較して溶解性
は改善し、融点も 243-244 ˚C (15e)から 189-190 ˚C (5)へと低下した。イソプロピ
ルカーバメートを t-ブチルカーバメート、イソブチルカーバメート、1,1-ジフル
オロ-2-メチルプロパン-2-イルカーバメートに変換した化合物 6,15c,15d は活性
が向上することを第 1 章で述べたが、融点、溶解性に関しては改善は見られな
かった。 
続いて、左側芳香環部位（Ar）の変換を実施した。この時、右側の置換基は最
も溶解性の高かったイソプロピルカーバメートを選択した。第 1 章で 5 の 4-メ
チルスルホニルフェニル基を 2,5-ジフルオロ-4-エチルカルバモイルフェニル基
に変換すると活性が増強すると述べたが（17d : 10 nM）、17d の融点を測定する
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と 5 と比較して 40 ˚C 程度低下し、溶解性も２倍改善することがわかった。次
に、 17d の中央のスペーサー部位を 1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine から 3H-
[1,2,3]triazoro[4,5-c]pyridine に変換したところ、活性の減弱が見られたものの
（50a : 37 nM）、溶解性は 2.60 μg/mL に改善した。50a の融点は 183℃であり、
17d から 30 ˚ C 程度上昇した。融点が上昇したのにも関わらず溶解性が改善した
のは融点の上昇による溶解性の低下効果よりも脂溶性の低下による溶解性の改
善効果の方が大きかったためと考えられる。続いて、50a のエチルカルバモイル
基をイソプロピルカルバモイル基(50b)、アゼチジン-1-カルボニル基(50c)、ピロ
リジン-1-カルボニル基(50d)にそれぞれ変換し、活性、融点、溶解性への影響を
評価した。その結果、50b は 50a と同等の活性を示したが、50c は 50a と比較し
て活性の減弱が見られた。50b、50c ともに 50a と比較して融点の上昇が見られ、
溶解性は低下した。一方で、50d は 50a と比べて若干の活性減弱が見られたもの
の、顕著な溶解性の改善を示した。融点は 147-148℃であり、50a から 35℃程度
低下した。嵩高いピロリジンを導入し、50d のアミド基とフェニル基間の平面性
が崩れたことにより、融点が低下、溶解性が改善したと考えられる。50d はヒト
肝ミクロソームによる代謝安定性試験においても代謝率 9.3％と良好な代謝安定
性を示した。 
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Table 9 
Structure-activity/solubility relationships of Ar and R group 
  
Cpd. Ar X R 
hGPR119 
EC50 (nM) 
ClogPa 
Melting point 
(oC) 
Solubility 
(μg/mL)b 
hMS 
(%)c 
5 
 
CH i-Pr 42 2.21 189-190 0.67 24.1 
6 
 
CH t-Bu 20 2.60 NTd NTd NTd 
15c 
 
CH i-Bu 11 2.82 212-213 0.54 79.8 
15d 
 
CH C(CH3)2CHF2 23 2.65 204-205 0.14 3.9 
17d 
 
CH i-Pr 10 3.18 150-151 1.34 12.4 
50a 
 
N i-Pr 37 2.87 183 2.60 11.0 
50b 
 
N i-Pr 33 3.18 197-198 0.41 NTd 
50c 
 
N i-Pr 61 2.40 195-196 1.31 5.4 
50d 
 
N i-Pr 65 2.95 147-148 7.94 9.3 
a The ClogP value was calculated using software from Daylight Chemical Information Systems, Inc. 
b Thermodynamic solubility in pH6.8 phosphate buffer. 
c % Metabolized after 15-min incubation with human liver microsomes (1 mg protein/mL). 
d Not tested. 
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第 5 節 X 線構造解析による化合物のコンフォメーション解析 
 
本章で評価した化合物に関して、X 線構造解析によるコンフォメーション解
析を実施し、化合物の立体構造と融点、溶解性の関連性を考察した 25)。X 線構
造解析により結晶構造が判明した化合物 48b、48d、48k、50c、50d に関して、ア
ミド基－フェニル基間の 2 面角（D1）、フェニル基－トリアゾロピリジン間の 2
面角（D2）を Table 10 に示した。48d、48k、50d は単結晶の作成により結晶形が
変化したため、取得した単結晶の融点を測定し、Table 10 に示した。また、それ
ぞれの単結晶の結晶構造を Figure 19 示した。48b（融点 235-236℃）の D1は-30°、
D2は-7°を示し、全体として平面性の高い化合物であった。本章第 4 節の結果か
らフッ素程度の大きさの原子では化合物の平面性は崩せないことが示唆されて
いたが、X線構造解析の結果から平面性が崩れていないことが実際に示された。
オルト位にメチル基を導入した 48d の D2 は 46°であった。融点が 170℃まで低
下したのはこのねじれの効果によるものと考えられる。メタ位に 2 つのメチル
基を導入した 48k は低融点であったが、D1の値は 83°であり、予想通り、アミド
基－フェニル基間が大きくねじれていることが明らかとなった。アゼチジン-1-
カルボニル基を導入した 50c の D1は 31°であり、エチルアミド体 48b と同程度
であった。この結果からアゼチジンの大きさではアミド基－フェニル基間の平
面を崩すには不十分であることがわかった。また、D2は-41°を示し、予想に反し
てフェニル基－トリアゾロピリジン間にねじれが生じていたが、融点への効果
は少なかった。結晶構造（Figure 19）に着目すると、48b、48d、48k、50c は分
子が平行に並んでいるものの、その重なり方はそれぞれ異なっていた。その中で
も 48k は他の 3 化合物と比較して隙間の大きな重なり方をしていた。これは 48k
のアミド基－フェニル基間の大きなねじれにより、分子同士が密にパッキング
できなかったためと考えられる 25)。ピロリジン-1-カルボニル基を導入した 50d
の D1は-66°を示し、エチルアミド体 48b やアゼチジン-1-カルボニル体 50c と比
較してねじれが大きいことがわかった。嵩高いピロリジンによりアミド部分の
平面性が大きく崩れていることが実際に示された。50d の結晶構造（Figure 19）
に着目すると、他の 4 化合物と異なり、50d は分子同士が交差して並んでいた。
嵩高いピロリジンが分子の平面性を崩したことが影響していると考えられる。 
以上の結果より、アミド基－フェニル基間（D1）、フェニル基－トリアゾロピ
リジン間（D2）のねじれはいずれも融点を下げるのに有効であることがわかっ
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た。一方で、溶解性の面では、D2より D1の二面角が大きいほど溶解性が高くな
る傾向が見られた。 
 
Table 10. 
Torsion angles of 3H-[1,2,3]triazoro[4,5-c]pyridine derivatives 
 
Cpd. Structure 
Melting point 
(oC) 
Solubility 
(μg/ml) 
D1 (o) D2 (o) 
48b 
 
235-236 0.12 -30 -7 
48da 
 
170-171 
179-180 
NTb 
<0.04 
3 
NTb 
46 
NTb 
48ka 
 
154-155 
110-112 
NTb 
2.43 
83 
NTb 
-17 
NTb 
50c 
 
195-196 1.31 31 -41 
50da 
 
163-164 
147-148 
NTb 
7.94 
-66 
NTb 
27 
NTb 
a 溶解性を測定したロットの結晶形が X線構造解析・融点を測定した結晶形と異なる 
b Not tested 
 
 
 
 
 
 
 
  
45 
 
 
Figure 19. 48b, 48d, 48k, 50c, 50d の結晶構造 
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第 6 節 50d の薬物動態 
 
左側ベンゼン環にピロリジン-1-カルボニル基を導入した化合物 50d は溶解性
が大きく改善したことから、経口吸収性も改善していることが期待された。そこ
で、実際にラットを用いた薬物動態試験を実施し、その結果を Table 11 に示し
た。残念ながら、化合物 50d のバイオアベイラビリティーは 16.7％と低い値を
示した。50d と 15i の動態プロファイルを比較すると、50d はクリアランスが 15i
より高くなっているものの、バイオアベイラビリティーは 15i と同等の値であっ
た。このことから、50d は腸管での吸収性は 15i より改善したものの、肝臓での
初回通過効果を 15i より強く受けたため、結果として 50d と 15i は同等のバイオ
アベイラビリティーを示したと考えられる。溶解性の改善した化合物は得られ
たものの、経口吸収性の良い、すなわち、バイオアベイラビリティーの高い化合
物を得ることができなかったため、本章で合成展開した 1H-pyrazolo[3,4-
c]pyridine、3H-[1,2,3]triazoro[4,5-c]pyridine を有する化合物群については in vivo 薬
効試験を実施するには至らなかった。 
 
Table 11 
Pharmacokinetic parameters in SD rats and permeability of 15i and 50d  
 
 IV (3 mg/kg)  PO (10 mg/kg)   
Compound 
CL 
(mL/h/kg) 
Vd 
(mL/kg) 
t1/2 
(h) 
 
AUC0-∞ 
(ng · h/mL) 
%F 
PAMPA 
(× 10-6 cm/s  
 at pH6.2) 
15i 759 537 0.617   1930 12.6 112 
50d 1630 557 0.241  1030 16.7 97 
* IV: 静脈投与､ PO: 経口投与、CL（クリアランス）：薬物の消失速度を単位時間当たりに薬物を含む体液
をどれほど消去したかで表した値､Vd（分布容積）: 薬物が血中濃度と同じ濃度で各組織に分布すると仮定
した場合の容積、t1/2: 血中半減期、AUC0-∞: 血中濃度-時間曲線下面積、体内に取り込まれた薬物の総量、%F: 
バイオアベイラビリティー、経口投与した薬物がどれほど割合で体内に取り込まれたかを表した値 
 
 
Figure 20. 化合物 15i と 50d の構造 
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第 7 節 まとめ 
 
本章では第 1 章で得られた化合物 15i の溶解性改善を目的とした検討を行なっ
た。中央スペーサーとして脂溶性を低減した 3H-[1,2,3]triazoro[4,5-c]pyridine を新
たに見出し、1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine と合わせて誘導体展開を実施した。化合
物 15i の低溶解性の原因が化合物の平面性に有ると考えられたことから 23)、ベ
ンゼン環に置換基を導入しベンゼン環周辺の平面性を崩すことによる溶解性改
善を試みた。期待通り、ベンゼン環にメチル基を２つ導入した化合物 48k や嵩
高いピロリジン-1-カルボニル基を導入した化合物 50d は顕著な溶解性改善を示
した。X 線構造解析によるコンフォメーション解析からもこれらの化合物の平
面性が大きく崩れていることが示された。溶解性の改善した化合物 50d を用い
て薬物動態試験を実施したが、バイオアベイラビリティーは改善されなかった。 
 
 
Figure 21. 第 2 章における誘導体展開のまとめ 
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第 3 章 新規スピロピペリジン誘導体の創出と構造活性相関 
 
第 1 節 化合物の sp3炭素比率, 芳香環数と developability（開発可能性）の関係
について 
 
 近年、化合物の sp3炭素比率や芳香環数と医薬品としての開発可能性の間に相
関関係があるとの報告が複数なされている 24,26,27,28,29)。Wyeth 社の研究者は化合
物の sp3 炭素比率[Fsp3、式(2)]が高いほど、化合物の開発可能性が高まる傾向に
あることを示した。この理由として Fsp3 が高くなることによって化合物が複雑
な構造を持つようになり、その結果、off-target（標的以外の受容体やタンパク質）
との選択性が得られるためだろうと考察している。また、この論文では Fsp3 と
溶解性、融点の関係も示しており、Fsp3が高くなるほど、融点は低下し、溶解性
は上がる傾向にあることが示されている 26)。 
 
Fsp3 = sp3炭素数/全炭素数                                             (2) 
 
 また、GlaxoSmithKline 社の研究者は化合物中の芳香環数とその化合物の開発
可能性に関しての報告をしている。化合物中の芳香環数が少ないほど、①脂溶性
が下がる、②タンパク結合率が下がる、③水溶性が上がる、④P450 3A4 への阻
害が低減する、⑤hERG への阻害が低減する傾向にあることを示しており、その
結果、開発可能性が向上すると考察している。具体的な方策として、化合物中の
芳香環数は 3 枚以下に抑えることが望ましいと述べている 24)。いずれの論文で
も、近年の Pd を用いたカップリング反応の発展によって、平面性の高い医薬候
補品が増加してきていることを指摘している。 
こ れ ま で に 合 成 し て き た 1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 誘 導 体 、 3H-
[1,2,3]triazoro[4,5-c]pyridine 誘導体は平面性が高く、それに伴う高結晶性、低溶解
性、低経口吸収性を改善することは困難であった。この化合物群の Fsp3 が低い
ことや芳香環数も多いことも、化合物の平面性の高さを示している。 
本章では最初から選択肢としてあった、平面性低減のためのもう一つの方法、
すなわち、芳香環の数を減らし、sp3 炭素の割合の増やす方法を実施した。具体
的には、芳香環の数が少なく、sp3 炭素の割合の高い、新たな中央スペーサーを
見出すべく、再度、新規骨格の探索を実施した。 
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第 2 節 合成方針 
 
第 2 章では平面性の高い 3H-[1,2,3]triazoro[4,5-c]pyridine、1H-pyrazolo[3,4-
c]pyridine 誘導体に対して、嵩高い置換基を導入して化合物の平面性を崩すこと
により溶解性を改善した。しかしながら、経口吸収性の改善を達成することはで
きなかった。このような芳香環の連なった平面性の高い化合物群ではこれ以上
の経口吸収性の改善は困難と判断し、著者は本章第 1 節で述べたように、最初
から選択肢の一つであった、芳香環の数が少なく、sp3 炭素の割合の高い、新た
な中央スペーサーを探索することにした。芳香環を含まない中央スペーサーと
して Prosidion 社から単純な炭素直鎖を有する化合物 56 が報告されていたが、第
1 章で述べたようにアゴニスト活性を上げるためには両末端の置換基（メタンス
ルホニルベンゼンとカーバメート置換ピペリジン）を所望の向きに向かせるこ
とが重要であることから、中央スペーサーのコンフォメーションをある程度固
定化する必要があった。Merck 社が同様の戦略で誘導体展開を実施しており、シ
クロプロパン誘導体 57 を報告していた 30)。第１章で作成したファーマコフォア
モデルを用いて、56, 57 との重ね合わせを実施したところ、これらは適切に重な
った（Figure 22）。著者は平面性を高くすることなく、ある程度コンフォメーシ
ョンを固定化できるような中央スペーサーの構造としてスピロ構造に着目した
（Figure 22）。具体的には Figure 23 の左列に示したようなスピロピペリジン化
合物 58, 59a, 60 をデザインした。ファーマコフォアモデルを用いて、58, 59a, 60
との重ね合わせを実施した結果、これらの化合物はファーマコフォアモデルと
適切に重なり、両末端の置換基は所望の位置に収まることがわかった（Figure 23、
右列）。この結果を踏まえ、実際にこれらのスピロ化合物とその周辺化合物を合
成し、活性を評価することにした。 
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Figure 22. GPR119 agonists with carbon chain spacer 
 
 
 
Figure 23. Mapping of spiro-piperidines onto the pharmacophore model. 
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第 3 節 スピロピペリジン誘導体の合成 
 
 6-azaspiro[2.5]octane 誘導体 67 と 58 は Scheme 12, 13 に示した方法で合成し
た。市販の 6-t-butyl 1-ethyl 6-azaspiro[2.5]octane-1,6-dicarboxylate (61、ラセミ体)の
エステルを DIBAL 還元し、得られたアルコールを Dess-Martin 酸化することで
アルデヒド 63 を得た。63 のアルデヒドを MeOCH2P+Ph3Cl-を用いた Wittig 反応
にてメチルビニルエーテルへと変換し、これを TFA 存在下、加水分解すること
でアルデヒド 65 を得た。65 を NaBH4還元することにより生じたアルコール 66
に対し、N,N,N’,N’-Tetramethylazadicarboxamide (TMAD)と tributylphosphine を用い
た光延条件にて、4-(methanesulfonyl)phenol と反応させ、6-azaspiro[2.5]octane 誘
導体 67 をラセミ体として得た。 
 
 
Scheme 12. (a) DIBAL, THF, 0 ˚C, 100%; (b) Dess-Martin periodinane, CHCl3, rt, 93%; (c) 
MeOCH2P+Ph3Cl-, KO-t-Bu, toluene, 70 ˚C, 62%; (d) TFA, H2O, CH3CN, rt, 58%; (e) NaBH4, 
MeOH, rt, 73%; (f) 4-(methanesulfonyl)phenol, TMAD, PBu3, THF, 60 ˚C, 80%. 
 
 化合物 58 はアルコール 62 から合成した。アルコール 62 をヨウ素化して得た
68 に対し、N,N’-dimethylpropyleneurea (DMPU)存在下、酢酸 t-ブチルのリチウム
エノラートを作用させることによりエステル 69 を得た。エステルを加熱条件下
LiBH4を用いて還元した。原料が消失しなかったため、低収率であったが、アル
コール 70 を得た。最後に、アルコール 70 と 4-(methanesulfonyl)phenol との光延
反応にて 6-azaspiro[2.5]octane 誘導体 58 をラセミ体として得た。 
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Scheme 13. (a) I2, PPh3, imidazole, CHCl3, rt, 87%; (b) t-BuOAc, LDA, DMPU, THF, -78 ˚C, 
84%; (c) LiBH4, THF, 60 ˚C, 28%; (d) 4-(methanesulfonyl)phenol, TMAD, PBu3, THF, 60 ˚C, 
96%. 
 
7-azaspiro[3.5]nonane 誘導体 79 と 3-azaspiro[5.5]undecane 誘導体 80 は Scheme 
14 に示した方法で合成した。市販のケトン 71 または 72 を出発原料とし、
(EtO)2POCH2CO2Et と水素化ナトリウムを用いた Horner-Wadsworth-Emmons 反応
にて α,β-不飽和エステル 73、74 をそれぞれ合成した。Pd(OH)2 を用いて 2 重結
合を水素化し、エステルを還元することによりアルコール 77、78 を得た。最後
に、得られたアルコールと 4-(methanesulfonyl)phenol との光延反応にて 7-
azaspiro[3.5]nonane 誘導体 79 と 3-azaspiro[5.5]undecane 誘導体 80 を合成した。 
 
 
Scheme 14. (a) (EtO)2POCH2CO2Et, NaH, DMF, rt, 77~94%; (b) H2, Pd(OH)2/C, EtOH, rt, 
91~92%; (c) LiBH4, THF, reflux, 92~100%; (d) 4-(methanesulfonyl)phenol, TMAD, PBu3, THF, 
60 ˚C, 57~64%. 
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7-azaspiro[3.5]nonane 誘導体 59a-c と 3-azaspiro[5.5]undecane 誘導体 60 の合成
を Scheme 15 に示す。市販のケトン 71, 72 を MeOCH2P+Ph3Cl-, KO-t-Bu を用い
た Wittig 反応に付し、エーテル体 81, 82 を得た。ビニルエーテル部分の加水分
解、続く Horner-Wadsworth-Emmons 反応にて α,β-不飽和エステル 83、84 とした。
これを Scheme 13 と同様に水素化、還元、光延反応させることにより、7-
azaspiro[3.5]nonane 誘導体 59a-c、3-azaspiro[5.5]undecane 誘導体 60 を得た。 
 
 
Scheme 15. (a) MeOCH2P+Ph3Cl-, KO-t-Bu, toluene, 70 ˚C, 44~67%; (b) TFA, H2O, CH3CN, rt; 
(c) (EtO)2POCH2CO2Et, NaH, DMF, THF, rt, 82~87% in 2 steps; (d) H2, Pd(OH)2/C, EtOH, rt, 
90~97%; (e) for 87, DIBAL, THF, 0 ˚ C, 74%; for 88, LiBH4, toluene, THF, 60 ˚ C, 89%; (f) ArOH, 
TMAD, PBu3, THF, 60 ˚C, 51~86%. 
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化合物 92 は Scheme 16 に示した方法で合成した。すなわち、アルコール 77 を
Dess-Martin 酸化することで得たアルデヒドを Horner-Wadsworth-Emmons 反応に
付すことで α,β-不飽和エステル 89 を得た。これを Scheme 13 と同様に水素化、
還元、光延反応させることにより、7-azaspiro[3.5]nonane 誘導体 92 を得た。 
 
 
Scheme 16. (a) Dess-Martin periodinane, CHCl3, rt; (b) (EtO)2POCH2CO2Et, NaH, DMF, rt, 55% 
in 2 steps; (c) H2, Pd(OH)2/C, EtOH, rt, 96%; (d) LiBH4, THF, 60 ˚C, 92%; (e) 4-
(methanesulfonyl)phenol, TMAD, PBu3, THF, 60 ˚C, 92%.  
 
化合物 93a, 93c, 94c, 95c, 96c, 97a-c, 98a, 100a の合成法を Scheme 17 に示す。
59a-c の Boc 基を除去し、得られたアミンを各種カーバメート剤と反応させるこ
とにより 93a, 93c, 94c, 95c, 96c を得た。一方、59a-c の Boc 基を除去し、2-chloro-
5-ethylpyrimidine を用いて N－アリール化することにより、97a-c を合成した。N
－ピリジル体 98a に関しては 59a の Boc 基を除去した後に、触媒量の Pd2(dba)3
と 2,2’-bis(diphenylphosphino)-1,1’-binaphthyl (BINAP) 存 在 下 、 2-chloro-5-
methylpyridine とカップリング反応させることにより合成した。オキサゾール誘
導体 100a はシアニド 99a を経由して合成した。すなわち、59a の Boc 基を除去
した後に、CNBr を用いた N-シアノ化にて 99a とし、続いて N’-hydroxy-2-
methylpropanimidamide をシアノ基に付加した後、酸性条件下、環化させること
により、100a を得た。 
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Scheme 17. (a) HCl, EtOAc, rt; (b) for 93a, 93c, isopropyl chloroformate, Et3N, CHCl3, rt, 
47~62% in 2 steps; for 94c, 1-methylcyclopropyl 4-nitrophenyl carbonate, Et3N, CHCl3, rt, 31%; 
for 95c, cyclopentanol, triphosgene, Et3N, THF, rt, 55%; for 96c, 2,2-dimethylpropan-1-ol, 
triphosgene, Et3N, THF, rt, 51%; (c) for 97a-c, 2-chloro-5-ethylpyrimidine, Cs2CO3, DMSO, 
microwave, 180 ˚C, 26~75%; for 98a, 2-bromo-5-methylpyridine, Pd2(dba)3, BINAP, NaO-t-Bu, 
1,2-dimethoxyethane, 60 ˚ C, 20%; (d) CNBr, NaHCO2, H2O, CHCl3, rt, 100%; (e) (1) N'-hydroxy-
2-methylpropanimidamide, ZnCl2, Et2O, rt; (2) conc.HCl, EtOH, reflux, 37%. 
 
アミド誘導体 105a-g, 108a, 108b は Scheme 18 に示したルートで合成した。85
の Boc 基をイソプロピルカーバメート基に変換した後、エステルを DIBAL 還元
することによりアルコール 102 を合成し、これを共通中間体とした。102 と ethyl 
2-fluoro-4-hydroxybenzoate の光延反応、続く加水分解によりカルボン酸 104 を得
た。最後に 104 を各種アミンと縮合することによりアミド誘導体 105a, 105b, 
105d-g を得た。105c に関しては、105b を NaH と MeI を用いて N－メチル化す
ることで合成した。また、102 と 5-hydroxypyridine-2-carbonitrile あるいは 6-
hydroxypyridine-3-carbonitrile の光延反応、続く加水分解によりカルボン酸 107a, 
107b を得た後に、カルボン酸を cyclopropylamine と縮合することにより 108a, 
108b をそれぞれ合成した。 
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Scheme 18. (a) (1) HCl, EtOAc, rt; (2) isopropyl chloroformate, Et3N, CHCl3, rt, 100% in 2 steps; 
(b) DIBAL, THF, 0 ˚C, 91%; (c) ArOH, TMAD, PBu3, THF, 60 ˚C, 54~100%; (d) NaOH, H2O, 
MeOH, 60 ˚C, 99%; (e) R5R6NH, EDCI·HCl, HOBt·H2O, Et3N, DMF, rt, 58~89%; (f) NaH, MeI, 
DMF, rt, 29%; (g) NaOH, H2O, EtOH, reflux, 79~95%; (h) cyclopropylamine, EDCI·HCl, 
HOBt·H2O, Et3N, DMF, rt, 83%. 
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第 4 節 スピロピペリジン誘導体の活性評価と 7-azaspiro[3.5]nonan 誘導体の構
造活性相関 
 
ファーマコフォアモデルと適切に重なったスピロピペリジン誘導体とその周
辺化合物を実際に合成し、アゴニスト活性を評価した。その結果を Table 12 に
示す。6-azaspiro[2.5]octane 誘導体 67、58 はアゴニスト活性を示しはしたものの、
EC50はそれぞれ 2388 nM、830 nM と低活性であった。一方で、7-azaspiro[3.5]nonan
誘導体 59a は EC50値が 14 nM と高い活性を示した。59a の炭素鎖を増炭あるい
は減炭した誘導体 79、92 は活性の減弱が見られたことから、7-azaspiro[3.5]nonan
誘導体では 59a の炭素鎖長（n = 3）が活性にとって最適であることがわかった。
3-azaspiro[5.5]undecane 誘導体 60 は EC50値が 2590 nM と低活性であったが、炭
素鎖を減炭した 80 は EC50 値が大きく向上し、55 nM のアゴニスト活性を示し
た。 
このようにして、GPR119 のアゴニスト活性を有する新規骨格として、7-
azaspiro[3.5]nonan と 3-azaspiro[5.5]undecane を見出した。この 2 骨格のうち、よ
り LipE の高い 7-azaspiro[3.5]nonan 誘導体 59a をリード化合物として選定し、最
適化合成を実施することにした（Figure 24）。 
 
Table 12 
SAR of spacers 
 
Cpd. Spiro n hGPR119 EC50 (nM) LipEa 
67 A 2 2388 1.77 
58 A 3 830 1.70 
79 B 2 183 2.33 
59a B 3 14 2.91 
92 B 4 154 1.34 
80 C 2 55 1.73 
60 C 3 2590 -0.47 
a LipE = pEC50 - CLogP 
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Figure 24. 構造活性相関研究を目的とした 7-azaspiro[3.5]nonan 誘導体の Ar 部
位、R2部位の変換 
 
はじめに、リード化合物 59a のピペリジン部位の置換基(R2)の最適化を実施し
た。その結果を Table 13 に示す。ここではアゴニスト活性の評価に加え、化合
物の溶解性も評価した。リード化合物 59a は pH6.8 リン酸バッファーへの溶解
性が非常に低く、検出限界以下であった。一方で空腹時人工腸液（FaSSIF)への
溶解性は 3.48 μg/mL であった。FaSSIF は空腹時の小腸の腸液を模した、胆汁酸
塩、リン脂質、リン酸二水素ナトリウム、水酸化ナトリウム、塩化ナトリウムを
含む pH 6.5 の水溶液である。胆汁酸塩、リン脂質が界面活性作用を示すため、
バッファーと比べて脂溶性の高い化合物を溶解しやすくなる。リン酸バッファ
ーでは値が低すぎて化合物の溶解性評価が困難であったため、最適化合成では
バッファーへの溶解性に加え、バッファーと比べて高い溶解性を示す空腹時人
工腸液（FaSSIF)への溶解性の両方を測定した。Boc 基は酸に不安定で、経口投
与時に胃の酸性で分解する恐れがあったため、はじめに、59a の Boc 基をイソプ
ロピルオキシカルボニル基に変換した。イソプロピルオキシカルボニル基に変
換した 93a は溶解性に若干の改善が見られたものの、活性は 5 倍減弱した。こ
れまでの知見から、ベンゼン環にフッ素原子を導入と活性が上がることがわか
っていたことから、93a のベンゼン環の 3 位にフッ素原子を導入したところ、予
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想通り活性は回復した（93c : 18 nM）。溶解性に関しては、FaSSIF への溶解性が
2.52 μg/mL となり、93a と比較して 2 分の１以下に減少した。続いて、93c のイ
ソプロピル基を 1-メチルシクロプロピル基(94c)、シクロペンチル基(95c)、2,2-ジ
メチルプロピル基(96c)に変換し、活性と溶解性を評価した。94c は 93c と同等の
活性を示したが、溶解性は半減した。95c は 93c と比べて FaSSIF への溶解性が
２倍以上に改善したものの、脂溶性が上がった割に活性は向上しなかった。96c
の活性は 31 nM の EC50値を示し、93c と比べて活性が低下した。以上の結果か
ら、R2 に大きなアルキル鎖を有するカーバメート基を導入しても脂溶性が上が
るのみで活性はほとんど向上しないことがわかった。次に、Boc 基を生物学的等
価体であるピリミジン、ピリジン、オキサジアゾールへと変換した。ピリミジン
誘導体(97a)は 31 nM の活性を示したが、97a のフェニル基にフッ素原子を導入
した化合物 97b、97c は予想に反して大幅に活性が減弱した。ピリジン(98a)は活
性が著しく減弱した一方で、オキサジアゾール(100a)は 35 nM を示し、許容され
た。以上の検討から、7-azaspiro[3.5]nonan 骨格においてはピペリジンの窒素原子
上置換基としてヘテロ芳香環よりカーバメートのほうが活性の面で優れている
ことがわかった。この結果は 3H-[1,2,3]triazoro[4,5-c]pyridine、1H-pyrazolo[3,4-
c]pyridine 骨格とは逆の結果であった（Figure 25）。カーバメート誘導体の中で、
アゴニスト活性、FaSSIF への溶解性、脂溶性の観点からイソプロピルカーバメ
ート誘導体(93c)を選抜し、続く Ar 部位の検討に移った。 
 
 
Figure 25. 中心骨格の違いによる構造活性相関の相違 
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Table 13 
SAR of piperidine substituents 
 
Cpd. R1 R2 
hGPR119 
EC50 (nM) 
solubility (μg/mL) 
ClogPa 
pH6.8 buffer FaSSIF 
59a H 
 
14 <0.13 3.48 4.94 
59b 2-F 25 NTb NTb 4.92 
59c 3-F 9  NTb NTb 5.12 
       
93a H 
 
78 0.17 7.09 4.54 
93c 3-F 18 <0.16 2.52 4.72 
       
94c 3-F 
 
13 <0.15 1.27 4.76 
95c 3-F 
 
23 <0.14 7.65 5.36 
96c 3-F 
 
31 NTb NTb 5.74 
97a H 
 
31 <0.12 0.64 4.37 
97b 2-F 225 NTb NTb 4.35 
97c 3-F 123 NTb NTb 4.55 
98a H 
 
348 NTb NTb 4.60 
100a H 
 
35 <0.13 2.51 4.34 
a The ClogP value was calculated using software from Daylight Chemical 
Information Systems, Inc. 
b Not tested. 
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次に、イソプロピルカーバメート誘導体(93c)をテンプレートとして、芳香環部
位(Ar)の SAR 検討を実施した。その結果を Table 14 に示す。93c のメチルスルホ
ニル基をカルバモイル基に変換したところ、活性が 3 分の 1 に減弱した（105a : 
52 nM）。一方で、93c のメチルスルホニル基をシクロプロピルアミド基に変換し
た 105b は 93c と比較して活性、溶解性ともに向上した。さらなる溶解性向上を目
指して 105bのシクロプロピルアミド基をN-メチル化した 105cを合成したが活性
が大きく減弱した。105b のベンゼン環をピリジンに変換した 108a、108b は 93c
と比較して、バッファーへの溶解性は 10 倍以上改善したものの、活性がそれぞれ
6 分の 1、8 分の 1 に減弱した。第 2 章の 3H-[1,2,3]triazoro[4,5-c]pyridine 誘導体の
最適化において、ピロリジン-1-カルボニル基を導入すると溶解性が改善されると
いう知見を得ていたため、本骨格においても、ピロリジン-1-カルボニル基を導入
した化合物 105d を合成、評価した。105d は予想通り溶解性が大きく改善し、バ
ッファーへの溶解性は 3.85 μg/mL、FaSSIF への溶解性は 92.4 μg/mL を示した。ア
ゴニスト活性も 93c と比較して若干低下するのみであった。しかしながら、105d
は複数のシトクロム P450(CYP450)分子種(CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, 
CYP3A)に対し、IC50 < 10 μM の阻害活性を示した。CYP 阻害活性を示す化合物は
薬物相互作用を引き起こす原因となるが、脂溶性の高い化合物において阻害活性
を示しやすいことが知られている。本化合物においても、その高い脂溶性が CYP
阻害活性を示す原因と考えられた。CYP 阻害を回避するために 105d のピロリジ
ンをアゼチジンに変換することで脂溶性（ClogP）を下げた 105e を合成、評価し
た。その結果、105e は 105d と同等の活性と溶解性を示したが、CYP 阻害を回避
することはできなかった。続いて、更に脂溶性を下げるためにアミド部位への極
性基の導入を試みた。3-ヒドロキシアゼチジン-1-カルボニル基(105f)、2-アミノ-2-
オキソエチルカルバモイル基(105g)を導入した化合物を合成、評価した結果、105f
は CYP 阻害を回避できなかった。一方で 105g はアゴニスト活性は 48 nM と 93c
と比較して低下したが、CYP 阻害活性を示さず、溶解性も 93c と比較して大きく
改善した（solubility = 18.4 μg/mL in FaSSIF）。 
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Table 14 
SAR of Ar group 
 
Cpd. Ar 
hGPR119 
EC50 (nM) 
Solubility (μg/mL) 
ClogPa 
CYP inhibition 
IC50 < 10 μMc 
pH6.8 
buffer 
FaSSIF 
93c 
 
18  <0.16 2.52 4.72 NTb 
105a 
 
52  NTb NTb 4.38 NTb 
105b 
 
8  0.21  8.58 5.21 NTb 
105c 
 
67  NTb NTb 5.29 NTb 
108a 
 
47  2.11  NTb 5.14 NTb 
108b 
 
63  2.24  NTb 5.19 NTb 
105d 
 
29  3.85  92.4 5.34 
1A2, 2C9, 
2C19 
105e 
 
34  3.43  NTb 4.78 2C9, 2C19 
105f 
 
40  1.89  NTb 4.75 2C9, 2C19 
105g 
 
48  1.77  18.4 3.51 None 
a The ClogP value was calculated using software from Daylight Chemical Information 
Systems, Inc. 
b Not tested. 
c The inhibitory effects on CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 and CYP3A were 
evaluated in human liver microsomes. 
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最適化の結果得られた化合物 105g に対し、ファーマコフォアとの重ね合わせ
を実施し、Figure 26 に示すようにこれらが適切に重なることを確認した。 
 
 
Figure 26. Mapping of compound 105g onto the pharmacophore model. 
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第 5 節 105g の化合物プロファイリングと薬物動態 
 
 最適化合成によって見出した化合物 105g に関して、化合物の詳細なプロファ
イリングを実施した。前述したとおり、105g は CYP450 分子種(1A2, 2C9, 2C19, 
2D6, 3A4)に対して阻害活性を示さなかった。また、105g はヒト肝ミクロソーム
による代謝安定性試験において、代謝率 3.2％と良好な代謝安定性を示した。化
合物の安全性に関しては、阻害すると不整脈の原因となる hERG チャネルの結
合試験、HepG2 細胞を用いた細胞毒性試験において、安全性に問題ないことが
確認された。続いて、SD ラットを用いた薬物動態試験を実施した。その結果を
Table 15 に示す。105g は良好な PK プロファイル、88.6％と高いバイオアベイラ
ビリティーを有する経口吸収性の良い化合物であった。105g のバッファーへの
溶解性は 1.77 μg/mL であり、前章で得た 3H-[1,2,3]triazoro[4,5-c]pyridine 誘導体 
50d (7.94 μg/mL)より溶解性が低いにもかかわらずバイオアベイラビリティーは
高い値であった。これはクリアランスが改善されたことに加え、消化管での吸収
性が上がったためと考えられる。 
 
Table 15 
Pharmacokinetic parameters of 105g in SD rats 
 IV (3 mg/kg)  PO (10 mg/kg) 
Compound 
CL 
(mL/h/kg) 
Vd 
(mL/kg) 
t1/2 
(h) 
 
AUC0-t 
(ng · h/mL) 
%F 
105g 931 1010 0.842   9510 88.6 
* IV: 静脈投与､ PO: 経口投与、CL（クリアランス）: 薬物の消失速度を単位時間当たりに薬物
を含む体液をどれほど消去したかで表した値､Vd（分布容積）: 薬物が血中濃度と同じ濃度で
各組織に分布すると仮定した場合の容積、t1/2: 血中半減期、AUC0-∞: 血中濃度-時間曲線下面積、
体内に取り込まれた薬物の総量、%F: バイオアベイラビリティー、経口投与した薬物がどれほ
ど割合で体内に取り込まれたかを表した値 
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第 6 節 105g の in vivo 薬効試験（ZDF ラットを用いた経口糖負荷試験） 
 
 糖尿病モデル動物である Zucker diabetic fatty (ZDF) ラットを用いて 105g の経
口糖負荷試験 (oral glucose tolerance test, oGTT)を実施した。経口糖負荷試験とは
被験動物に薬剤を経口投与した後にグルコースを経口投与し、血糖値を測定す
ることにより非薬剤投与群に対する血糖上昇抑制作用を評価する試験である。
Zucker diabetic fatty (ZDF) ラットは肥満遺伝子であるレプチン受容体遺伝子が
欠損することにより肥満と糖尿病を発症した 2 型糖尿病のモデル動物である。
本試験では被験動物として ZDF ラットを用い、105g を 10 mg/kg あるいは 30 
mg/kg 経口投与、その 30 分後にグルコースを経口投与し、経時的に血糖値を測
定した。その結果を Figure 27 に示す。ZDF ラットの非薬剤投与群(Vehicle)は正
常ラットの非薬剤投与群(Lean)と比較してグルコース投与により血糖値が大き
く上昇した。105g を 10 mg/kg 投与した群は有意な血糖上昇抑制作用を示し、血
中グルコース AUC において、非薬剤投与群(Vehicle)と比較して 34.0%の抑制作
用を示した。また、105g を 30 mg/kg 投与した群では 40.2%の血糖上昇抑制作用
を示した。この結果は 105g が糖尿病治療薬になりうることを示唆する結果であ
った。 
 
Figure 27. Effects of oral administration of 105g (10 or 30 mg/kg) on plasma glucose 
during oGTT in Zucker diabetic fatty rats. Each point represents the mean ± SE. Numbers 
in parenthesis indicate the number of rats per group. ##p < 0.01 versus Lean, Welch’s t-
test. **p < 0.01 versus Vehicle, Dunnett’s test. 
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第 7 節 まとめ 
 
第 1 章、第 2 章において、3H-[1,2,3]triazoro[4,5-c]pyridine、1H-pyrazolo[3,4-
c]pyridine 誘導体の平面性に起因する低溶解性、低経口吸収性を克服することが
困難であったことから、本章では、化合物の平面性を低減させるべく芳香環を持
たない新たな中央スペーサーの探索に着手した。平面性が低く、ある程度コンフ
ォメーションを固定化できるような中央スペーサーとして、スピロピペリジン
骨格に着目した。第１章で作成したファーマコフォアモデルを利用しながら、複
数のスピロピペリジン骨格をデザイン、合成し、活性を評価した。その結果、新
規骨格として 7-azaspiro[3.5]nonane 骨格を見出した。 
7-azaspiro[3.5]nonane 誘導体 59a をリード化合物とし、R2 部位と Ar 部位の最
適化を実施した（Figure 28）。R2部位については、ピリミジン、ピリジン、オキ
サゾールのようなヘテロ環よりカーバメート基が高い活性を示した。芳香環（Ar）
の最適化では 4-シクロプロピルカルバモイル-2-フルオロフェニル基(105a)の導
入により活性、溶解性が向上したため、アミド基の変換によるさらなる溶解性改
善を試みた。ピロリジン-1-カルボニル基を導入した 105d は溶解性が大幅に改善
したものの CYP 阻害活性を示したため、脂溶性の低い 2-アミノ-2-オキソエチル
カルバモイル基を導入した結果、CYP 阻害を回避した 105g を得ることできた。 
最適化の結果得られた化合物 105g はラット PK 試験において、良好な PK プ
ロファイル、バイオアベイラビリティーを示した。また、hERG チャネルの結合
試験、細胞毒性試験において、安全性に問題ないことが確認された。105g は糖
尿病モデル動物である ZDF ラットを用いた経口糖負荷試験（oGTT）において、
10 mg/kg で有意な血糖上昇抑制作用を示した。 
以上の結果は 105g が GPR119 をターゲットとする、すなわち、新たな作用機
序を有する糖尿病治療薬になりうることを示唆するものであった。 
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Figure 28. 第 3 章における誘導体展開のまとめ 
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結論 
 国内外の糖尿病人口は増加の一途をたどっており、今後も増え続けることが
予想されている。これまでに数多くの糖尿病治療薬が開発され、近年の国内の臨
床現場では、低血糖リスクが低く比較的安全な薬剤であるビグアナイドや DPP-
4 阻害剤が広く使用されている。一方で、血糖コントロールがうまくいかない患
者も数多く存在し、さらに安全で薬効の強い新規糖尿病治療薬の登場が望まれ
ている。GPR119 アゴニストは膵臓におけるインスリン分泌促進作用と小腸にお
ける GLP-1 を介したインスリン分泌促進作用を有し、いずれも高血糖依存的で
あることから、安全で強い薬効を有する薬剤になりうると期待し、本研究をスタ
ートした。 
 第１章では既知の GPR119 アゴニストの構造情報を元に Ligand based drug 
design (LBDD)の手法を利用してファーマコフォアモデルを作成し、新規 GPR119
アゴニストの創出を検討した。複数のデザイン化合物の中からファーマコフォ
アモデルを用いた選抜を実施し、選ばれたインドール誘導体 4 のインドール環
をインダゾール、ベンゾトリアゾール、1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine に変換し、in 
vitro 評価した結果、新規 1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 誘導体 5（EC50 = 42 nM）を
見出した。これをリード化合物とし、脂溶性効率（LipE = pEC50 – ClogP）を指標
に両末端の置換基変換、有望パーツの組み合わせ合成を実施した結果、15i（EC50 
= 4 nM）を見出した。15i は活性が非常に強く、膜透過性、代謝安定性も良好な
化合物であったが、ラットの PK 試験において、バイオアベイラビリティーが
12.6％と低い値を示した。これは化合物の高い平面性に起因する高結晶性、低溶
解性が原因であった（Figure 29、上段）。 
 平面性低減の方法として、第 2 章では化合物の芳香環に置換基を導入して平
面構造を崩す方法、第 3 章では化合物の芳香環の数を減らし、sp3炭素の比率を
上げる方法を試みた。 
第 2 章では 15i の左側ベンゼン環に置換基を導入しベンゼン環周辺の平面性
を崩すことによる溶解性改善を試みた。ここでは、活性、溶解性と同時に融点に
も着目しながら検討を実施した。その結果、ベンゼン環にメチル基を２つ導入し
た化合物 48k や嵩高いピロリジン-1-カルボニル基を導入した化合物 50d は顕著
な溶解性改善を示した。X 線構造解析によるコンフォメーション解析からこれ
らの化合物の平面性が大きく崩れていることが示された。また、アミド基－フェ
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ニル基間、フェニル基－トリアゾロピリジン間のねじれはいずれも融点を下げ
るのに有効であることが明らかとなり、アミド基－フェニル基間ねじれが溶解
性の改善に効果的であることが示唆された。溶解性の改善した化合物 50d を用
いて薬物動態試験を実施したが、残念ながらバイオアベイラビリティーは改善
しなかった（Figure 29、中段）。しかしながら、本章で得た化合物の溶解性改善
の手法と溶解性、融点、二面角の相関に関する考察は他のターゲットにおける創
薬においても役立つ知見となるであろう。 
第 3章では化合物の平面性をさらに低減させるべく芳香環を持たず sp3炭素比
率（Fsp3）の大きい新たな中央スペーサーの探索を実施した。平面性が低く、あ
る程度コンフォメーションを固定化できるような中央スペーサーとして、スピ
ロピペリジン骨格に着目した。第１章で作成したファーマコフォアモデルを利
用しながら、複数のスピロピペリジン骨格をデザイン、合成し、活性を評価した
結果、7-azaspiro[3.5]nonane 誘導体 59a を見出した。これをリード化合物とし、
最適化を実施した。右側のピペリジンの置換基については、ピリミジン、ピリジ
ン、オキサゾールのようなヘテロ環よりカーバメート基の方が高い活性を示す
ことがわかった。左側の芳香環の最適化では極性の高い 2-アミノ-2-オキソエチ
ルカルバモイルフェニルを導入することで CYP 阻害を回避することができた。
最適化の結果得られた化合物 105g はラット PK 試験において、良好な PK プロ
ファイル、高いバイオアベイラビリティーを示した。また、105g は hERG チャ
ネルの結合試験、細胞毒性試験において、安全性に問題ないことが確認され、糖
尿病モデル動物である ZDF ラットを用いた経口糖負荷試験（oGTT）において、
10 mg/kg で血糖上昇抑制作用を示した（Figure 29、下段）。 
以上、LBDD の手法を用いて見出した新規 1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 骨格の同
定、それに続く一連の平面性低減に着目した創薬を実施した結果、新規 7-
azaspiro[3.5]nonane 骨格を有する化合物 105g を見出すに至った。本研究で得ら
れた平面性低減に関する知見が今後の創薬に役立てられることを期待し、血糖
上昇抑制作用を有する化合物 105g が新規糖尿病治療薬となることを期待したい。 
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第 1 章 LBDD を利用した 1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 骨格の同定と SAR 研究 
 
 
 
第 2 章 ベンゼン環周辺の平面性を崩すことによる溶解性改善 
 
 
 
第 3 章 芳香環数の低減、sp3炭素比率の増加による平面性低減と溶解性改善 
 
 
Figure 29. 本研究のまとめ 
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実験の部 
 
Chemistry 
All the solvents and reagents were obtained from commercial suppliers and 
were used without further purification or were prepared according to 
published procedures. The melting points were taken with a Yanaco micro-
melting point apparatus MP-500D and were uncorrected. The 1H NMR and 
13C NMR spectra were recorded using a JOEL JNM-ECA600, Varian 
Inova300, or Gemini2000, and all the chemical shifts were reported in parts 
per million (ppm) relative to tetramethylsilane (TMS) as an internal standard. 
Mass spectra were recorded using a Shimadzu LCMS 2010 EV spectrometer. 
High resolution mass spectral data were acquired using a Shimadzu LCMS-
IT-TOF equipped with an ESI/APCI dual ion source. Purity was determined 
by LCMS (Agilent 1290 Infinity) via the following conditions. Column: Waters 
ACQUITY UPLC CSH C18, 2.1 x 50 mm, 1.7 µm. Flow: 0.8 ml/min. Gradient: 
20 to 99% MeCN/water (0.1% formic acid) linear gradient in 1.2 min, held at 
99% for 0.2 min. Detector: UV at 254 nm. All final compounds were obtained 
with ≥ 95% purity. 
 
6-Bromo-4-methylpyridin-3-amine (10) 
 To a solution of 2-bromo-4-methyl-5-nitropyridine (5.00 g, 23.0 mmol) in 
tetrahydrofuran (THF) (30 mL) was added Raney nickel (slurry in water). The reaction 
mixture was hydrogenated (balloon) overnight at room temperature. The mixture was 
filtered through Celite, and concentrated under reduced pressure. The residue was purified 
by silica gel column chromatography (0-50% EtOAc in hexanes) to afford 10 as a yellow 
solid (4.02 g, 93% yield). 
 1H NMR (300 M Hz, CDCl3) δ ppm 2.15 (d, J = 0.9 Hz, 3H), 7.14 (s, 1H), 7.78 (s, 1H). 
 
5-Bromo-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine (11) 
 To a solution of 10 (4.00 g, 21.4 mmol) in AcOH (300 mL) was added NaNO2 (1.48 g, 
21.4 mmol) and stirred overnight at room temperature. The reaction mixture was 
concentrated in vacuo. The residue was diluted with EtOAc and washed with saturated 
NaHCO3 aqueous solution and brine. The organic layer was dried over anhydrous MgSO4 
and reduced under pressure. The residue was purified by silica gel column 
chromatography (0-50% EtOAc in hexanes) to afford 11 as a yellow solid (2.48 g, 59% 
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yield). 
 1H NMR (300 M Hz, CDCl3) δ ppm 7.86-7.90 (m, 1H), 8.09-8.14 (m, 1H), 8.83-8.88 (m, 
1H); MS ESI/APCI Dual m/z 198 [M+H]＋. 
 
tert-Butyl 4-(5-bromo-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridin-1-yl)piperidine-1-carboxylate 
(12a) 
 To a solution of 11 (7.80 g, 39.4 mmol) in N,N-dimethylformamide (DMF) (120 mL) 
were added tert-butyl 4-[(methanesulfonyl)oxy]piperidine-1-carboxylate (16.5 g, 58.0 
mmol) and Cs2CO3 (25.7 g, 78.9 mmol). The mixture was stirred at 80 ˚C for 3.5 h. The 
reaction mixture was concentrated and purified by silica gel column chromatography (0-
80% EtOAc in hexanes) to afford 12a as a yellow solid (5.38 g, 36% yield). 
 1H NMR (300 M Hz, CDCl3) δ ppm 1.50 (s, 9H), 1.96-2.13 (m, 2H), 2.14-2.34 (m, 2H), 
2.87-3.09 (m, 2H), 4.19-4.47 (m, 2H), 4.56-4.73 (m, 1H), 7.78-7.85 (m, 1H), 8.00 (s, 1H), 
8.77 (s, 1H). 
 
Propan-2-yl 4-(5-bromo-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridin-1-yl)piperidine-1-carboxylate 
(13a) 
 To a suspension of 12a (8.69 g, 22.8 mmol) in MeOH (46 mL) was added 4 N HCl in 
1,4-dioxane (114 mL) and stirred at room temperature for 2 h. EtOAc was added to the 
mixture and stirred under ice cooling for 1 h. The precipitate was filtered to give 5-bromo-
1-(piperidin-4-yl)-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine hydrochloride (8.06 g, 100% yield). To an 
ice cooled solution of 5-bromo-1-(piperidin-4-yl)-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 
hydrochloride (7.91 g, 22.3 mmol) in CHCl3 (100 mL) were added N,N-
diisopropylethylamine (DIPEA) (12.2 mL, 71.5 mmol) and isopropyl chloroformate (2.56 
mL, 22.3 mmol), and the mixture was stirred at room temperature for 2 h. The reaction 
was quenched with water and extracted with CHCl3. The organic layer was washed with 
brine, dried over anhydrous MgSO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was 
solidified with 17% EtOAc in hexanes to afford 13a as a colorless solid (5.96 g, 73% 
yield).  
 1H NMR (300 M Hz, CDCl3) δ ppm 1.28 (d, J = 6.2 Hz, 6H), 2.01-2.13 (m, 2H), 2.15-
2.32 (m, 2H), 2.95-3.12 (m, 2H), 4.27-4.46 (m, 2H), 4.60-4.73 (m, 1H), 4.89-5.03 (m, 
1H), 7.83 (d, J = 1.1 Hz, 1H), 8.01 (s, 1H), 8.77 (s, 1H); MS ESI/APCI Dual m/z 367 
[M+H]+. 
 
5-Bromo-1-[1-(5-ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 
(13b) 
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 To a suspension of 12a (4.70 g, 12.2 mmol) in MeOH (100 mL) was added 4 N HCl in 
1,4-dioxane (100 mL). After stirring at room temperature for 1 h, the reaction mixture 
was concentrated in vacuo. To a solution of the residue in DMSO (90 mL) were added 2-
chloro-5-ethylpyrimidine (3.49 g, 24.0 mmol) and Cs2CO3 (19.5 g, 59.8 mmol), and the 
mixture was stirred at 180 ˚C for 30 min. The reaction was diluted with water and 
extracted with ethyl acetate. The combined organic layers were concentrated. The residual 
solid was washed with hexanes and purified by silica gel column chromatography (0-50% 
EtOAc in CHCl3) to afford 13b as a pale yellow solid (3.26 g, 70% yield). 
 1H NMR (600 M Hz, CDCl3) δ ppm 1.22 (t, J = 7.6 Hz, 3H), 2.11-2.18 (m, 2H), 2.24-
2.33 (m, 2H), 2.49 (q, J = 7.6 Hz, 2H), 3.11-3.19 (m, 2H), 4.74-4.82 (m, 1H), 4.92-4.98 
(m, 2H), 7.82 (s, 1H), 7.98 (s, 1H), 8.21 (s, 2H), 8.80 (s, 1H); MS ESI/APCI Dual m/z 
388 [M+H]+. 
 
tert-Butyl 4-{5-[4-(methanesulfonyl)phenyl]-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridin-1-yl}piperi
dine-1-carboxylate (6) 
 To a solution of 12a (155 mg, 0.407 mmol) in DMF (4.00 mL) were added [4-
(methanesulfonyl)phenyl]boronic acid (122 mg, 0.610 mmol), PdCl2(dppf)·CH2Cl2 (17.0 
mg, 0.0208 mmol) and 2 M Na2CO3 aqueous solution (0.620 mL). After stirring at 100 
˚C for 1 h, the reaction mixture was concentrated in vacuo. The residue was diluted with 
EtOAc and washed with water and brine. The organic layer was dried over anhydrous 
MgSO4, filtered, and reduced under pressure. The residue was purified by silica gel 
column chromatography (0-50% EtOAc in hexanes) to afford 6 as a colorless solid (74 
mg, 40% yield).  
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.51 (s, 9 H), 2.06-2.17 (m, 2 H), 2.19-2.37 (m, 2 
H), 2.95-3.09 (m, 2 H), 3.11 (s, 3 H), 4.25-4.42 (m, 2 H), 4.66-4.83 (m, 1 H), 8.01-8.08 
(m, 2 H), 8.11-8.15 (m, 2 H), 8.21-8.27 (m, 2 H), 9.11 (s, 1 H); 13C NMR (151 MHz, 
CDCl3) δ ppm 28.5, 31.8, 42.7 (br), 44.7, 57.5, 80.1, 112.5, 127.6, 128.0, 129.1, 133.2, 
133.5, 135.3, 139.6, 145.1, 145.7, 154.6; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for 
C23H28N4O4S 457.1904 [M+H]+ , found 457.1903. 
 
tert-Butyl 4-{5-[2-fluoro-4-(methanesulfonyl)phenyl]-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridin-1-
yl} piperidine-1-carboxylate (14) 
 To a solution of 12a (4.00 g, 10.4 mmol) in EtOH (72.0 mL) were added [2-fluoro-4-
(methanesulfonyl)phenyl]boronic acid (3.40 g, 15.5 mmol), Pd(PPh3)4 (600 mg, 0.52 
mmol) and 2 M Na2CO3 aqueous solution (0.720 mL). The mixture was stirred at 160 ˚C 
under microwave irradiation for 1 h. The reaction was diluted with CHCl3, filtered 
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through Celite, and concentrated in vacuo. The residue was purified by silica gel column 
chromatography (0-7% MeOH in CHCl3) to afford 14 (4.09 g, 83% yield). 
 1H NMR (300 M Hz, CDCl3) δ ppm 1.51 (s, 9H), 2.02-2.18 (m, 2H), 2.21-2.38 (m, 2H), 
2.91-3.17 (m, 7H), 4.26-4.47 (m, 2H), 4.66-4.83 (m, 1H), 7.75-7.91 (m, 2H), 8.15 (s, 1H), 
8.24 (t, J = 1.5 Hz, 1H), 8.29-8.40 (m, 1H), 9.12 (d, J = 0.9 Hz, 1H); MS ESI/APCI Dual 
m/z 475 [M+H]+, 509 [M+Cl]-. 
 
Propan-2-yl 4-{5-[4-(methanesulfonyl)phenyl]-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridin-1-yl}pip
eridine-1-carboxylate (5) 
 To a suspension of 6 (5.00 g, 11.0 mmol) in MeOH (37 mL) was added 4 N HCl in 1,4-
dioxane (85 mL) and stirred at room temperature for 3 h. The reaction mixture was diluted 
with EtOAc, and the precipitate was filtered to give colorless solid. To this solid were 
added 1 N NaOH aqueous solution and CHCl3. The organic layer was separated, dried 
over anhydrous MgSO4, and concentrated in vacuo. The residue was purified by NH-
silica gel column chromatography (0-5% MeOH in CHCl3) to afford 5-[4-
(methanesulfonyl)phenyl]-1-(piperidin-4-yl)-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine (2.54 g, 65% 
yield). To a solution of 5-[4-(methanesulfonyl)phenyl]-1-(piperidin-4-yl)-1H-
pyrazolo[3,4-c] pyridine (50.0 mg, 0.140 mmol) in CHCl3 (1.00 mL) were added Et3N 
(0.050 mL, 0.358 mmol) and isopropyl chloroformate (0.032 mL, 0.281 mmol), and the 
mixture was stirred at room temperature for 2 d. The reaction was quenched with water 
and extracted with CHCl3. The organic layer was dried over anhydrous MgSO4, filtered, 
and concentrated in vacuo. The residue was solidified with hexanes and CHCl3 to afford 
5 as a colorless solid (35 mg, 56% yield). 
Mp 189-190 ˚C (CHCl3/hexanes); 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.29 (d, J = 6.4 
Hz, 6 H), 2.06-2.19 (m, 2 H), 2.21-2.39 (m, 2 H), 2.98-3.15 (m, 5 H), 4.31-4.48 (m, 2 H), 
4.68-4.84 (m, 1 H), 4.90-5.04 (m, 1 H), 8.01-8.09 (m, 2 H), 8.11-8.15 (m, 2 H), 8.21-8.27 
(m, 2 H), 9.09-9.13 (m, 1 H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 22.3, 31.7, 43.0, 44.7, 
57.3, 69.0, 112.5, 127.6, 128.0, 129.2, 133.3, 133.4, 135.3, 139.7, 145.1, 145.7, 155.1; 
HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C22H26N4O4S 443.1748 [M+H]+ , found 443.1735. 
 
Propan-2-yl 4-{5-[6-(methanesulfonyl)pyridin-3-yl]-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridin-1-y
l} piperidine-1-carboxylate (15a) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
14 from propan-2-yl 4-(5-bromo-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridin-1-yl)piperidine-1-
carboxylate 15a and [6-(methanesulfonyl)pyridin-3-yl]boronic acid (89% yield).  
 1H NMR (300 M Hz, CDCl3) δ ppm 1.29 (d, J = 6.2 Hz, 6H), 2.06-2.19 (m, 2H), 2.21-
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2.39 (m, 2H), 2.98-3.16 (m, 2H), 3.28 (s, 3H), 4.29-4.51 (m, 2H), 4.70-4.84 (m, 1H), 
4.91-5.04 (m, 1H), 8.12-8.22 (m, 3H), 8.57-8.65 (m, 1H), 9.14 (s, 1H), 9.33-9.39 (m, 
1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 22.2, 31.6, 40.3, 42.9, 57.3, 69.0, 112.7, 
121.2, 128.9, 133.3, 133.8, 135.4, 135.8, 138.9, 143.0, 148.3, 155.0, 156.7; HRMS 
ESI/APCI Dual m/z calcd for C21H25N5O4S 444.1700 [M+H]+, found 444.1674. 
 
Propan-2-yl 4-{5-[2-fluoro-4-(methanesulfonyl)phenyl]-1H-pyrazolo[3,4-c] pyridi
n-1-yl}piperidine-1-carboxylate (15b) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
14 from propan-2-yl 4-(5-bromo-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridin-1-yl)piperidine-1-
carboxylate 15b (54% yield). 
 1H NMR (300 M Hz, CDCl3) δ ppm 1.29 (d, J = 6.2 Hz, 6H), 2.07-2.19 (m, 2H), 2.22-
2.38 (m, 2H), 3.00-3.16 (m, 2H), 3.11 (s, 3H), 4.30-4.51 (m, 2H), 4.76 (s, 1H), 4.90-5.05 
(m, 1H), 7.75-7.90 (m, 2H), 8.15 (s, 1H), 8.24 (s, 1H), 8.34 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 9.13 (s, 
1H); HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C22H25FN4O4S 461.1653 [M+H]+, found 
461.1631. 
 
2-Methylpropyl 4-{5-[4-(methanesulfonyl)phenyl]-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridin-1-yl}
piperidine-1-carboxylate (15c) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
5 from 5-[4-(methanesulfonyl)phenyl]-1-(piperidin-4-yl)-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 
and isobutyl chloroformate. Purification of the crude compound 15c by silica gel column 
chromatography afforded a crystalline solid, which was dissolved in CHCl3. To the 
solution were added hexanes, and the resulting solution was stirred at room temperature. 
The precipitate was collected by filtration to afford 15c as a colorless crystalline solid 
(82% yield). 
 Mp 212-213 ˚C (CHCl3/hexanes); 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 0.97 (d, J = 6.7 
Hz, 6 H), 1.88-2.06 (m, 1 H), 2.08-2.20 (m, 2 H), 2.22-2.41 (m, 2 H), 2.99-3.21 (m, 5 H), 
3.92 (d, J = 6.5 Hz, 2 H), 4.26-4.52 (m, 2 H), 4.68-4.84 (m, 1 H), 8.02-8.08 (m, 2 H), 
8.12-8.15 (m, 2 H), 8.21-8.27 (m, 2 H), 9.11 (t, J = 1.0 Hz, 1 H); 13C NMR (151 MHz, 
CDCl3) δ ppm 19.2, 28.1, 31.7, 43.1, 44.7, 57.2, 71.9, 112.5, 127.6, 128.0, 129.2, 133.3, 
133.4, 135.4, 139.7, 145.1, 145.7, 155.5; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for 
C23H28N4O4S 457.1904 [M+H]+ , found 457.1893. 
 
1,1-Difluoro-2-methylpropan-2-yl 4-{5-[4-(methanesulfonyl)phenyl]-1H-pyrazolo
[3,4-c]pyridin-1-yl}piperidine-1-carboxylate (15d) 
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 To a solution of 5-[4-(methanesulfonyl)phenyl]-1-(piperidin-4-yl)-1H-pyrazolo[3,4-c] 
pyridine (100 mg, 0.281 mmol) in CHCl3 (3.00 mL) were added Et3N (0.117 mL, 0.842 
mmol) and 1-{[(1,1-difluoro-2-methylpropan-2-yl)oxy]carbonyl}-3-methyl-1H-
imidazol-3-ium iodide (107 mg, 0.309 mmol) and stirred at room temperature for 20 min. 
The reaction was concentrated in vacuo and purified by silica gel column chromatography 
(0-8% MeOH in CHCl3). The fractions containing 15d were concentrated in vacuo 
afforded a colorless crystalline solid (132 mg, 96% yield), which was not recrystallized. 
 Mp 204-205 ˚C (CHCl3/MeOH); 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.51-1.60 (m, 6 
H), 2.07-2.19 (m, 2 H), 2.22-2.39 (m, 2 H), 2.98-3.20 (m, 2 H), 3.10 (s, 3 H), 4.17-4.46 
(m, 2 H), 4.69-4.82 (m, 1 H), 5.98-6.39 (m, 1 H), 8.02-8.09 (m, 2 H), 8.12-8.16 (m, 2 H), 
8.21-8.27 (m, 2 H), 9.11 (s, 1 H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 20.1, 31.6, 43.2 
(br), 44.7, 57.0, 79.6 (d, J = 23.7 Hz), 112.5, 115.2 (t, J = 247.9 Hz), 127.6, 127.9, 129.1, 
133.3, 135.3, 139.6, 145.0, 145.7, 153.4; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for 
C23H26F2N4O4S 493.1716 [M+H]+ , found 493.1707. 
 
1-[1-(5-Ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-5-[4-(methanesulfonyl)phenyl]-1H-pyr
azolo[3,4-c]pyridine (15e) 
 To a solution of 5-[4-(methanesulfonyl)phenyl]-1-(piperidin-4-yl)-1H-pyrazolo[3,4-
c]pyridine hydrochloride (0.153 mmol) in dimethyl sulfoxide (DMSO) (1.5 mL) were 
added 2-chloro-5-ethylpyrimidine (44 mg, 0.309 mmol) and Cs2CO3 (249 mg, 0.734 
mmol). The mixture was stirred at 180 ˚C under microwave irradiation for 20 min. The 
reaction was diluted with water and extracted with ethyl acetate. The combined organic 
layers were dried over anhydrous Mg2SO4 and reduced under pressure. The residue was 
purified by silica gel column chromatography (0-50% EtOAc in hexanes) and the 
combined fractions containing 15e were concentrated in vacuo afforded a crystalline solid 
(44 mg, 62% yield), which was not recrystallized. 
 Mp 243-244 ˚C (EtOAc/hexanes); 1H NMR (200 MHz, CDCl3) δ ppm 1.22 (t, J = 7.5 
Hz, 3H), 2.14-2.25 (m, 2H), 2.26-2.45 (m, 2H), 2.50 (q, J = 7.5 Hz, 2H), 3.10 (s, 3H), 
3.13-3.25 (m, 2H), 4.81-4.93 (m, 1H), 4.93-5.03 (m, 2H), 8.02-8.08 (m, 2H), 8.11-8.14 
(m, 2H), 8.20-8.27 (m, 4H), 9.14 (s, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 15.6, 22.8, 
31.6, 43.5, 44.7, 58.2, 112.5, 124.9, 127.6, 127.9, 129.1, 133.1, 133.6, 135.4, 139.6, 145.2, 
145.6, 157.3, 160.7; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C24H26N6O2S 463.1911 
[M+H]+ , found 463.1904. 
 
5-[4-(Methanesulfonyl)phenyl]-1-[1-(5-methylpyridin-2-yl)piperidin-4-yl]-1H-pyra
zolo[3,4-c]pyridine (15f) 
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 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
13b from tert-butyl 4-{5-[4-(methanesulfonyl)phenyl]-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridin-1-
yl}piperidine-1 -carboxylate (6) and 2-bromo-5-methylpyridine (21% yield). 
 1H NMR (300 M Hz, CDCl3) δ ppm 2.14-2.26 (m, 5H), 2.35-2.51 (m, 2H), 3.05-3.19 (m, 
5H), 4.42-4.54 (m, 2H), 4.77-4.90 (m, 1H), 6.68-6.74 (m, 1H), 7.33-7.39 (m, 1H), 8.02-
8.07 (m, 3H), 8.11-8.14 (m, 2H), 8.21-8.27 (m, 2H), 9.11-9.14 (m, 1H); 13C NMR (151 
MHz, CDCl3) δ ppm 17.4, 31.3, 44.7, 45.4, 58.2, 107.4, 112.5, 122.6, 127.6, 128.0, 133.1, 
133.7, 135.4, 138.7, 145.2, 147.9, 157.5; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for 
C24H25N5O2S 448.1802 [M+H]+, found 448.1792. 
 
5-[4-(Methanesulfonyl)phenyl]-1-[1-(3-methylbutyl)piperidin-4-yl]-1H-pyrazolo[3,
4-c]pyridine (15g) 
 To a solution of 5-[4-(methanesulfonyl)phenyl]-1-(piperidin-4-yl)-1H-pyrazolo[3,4-
c]pyridine (50 mg, 0.140 mmol) in CH3CN (1.0 mL) were added 1-bromo-3-
methylbutane (32 mg, 0.212 mmol) and K2CO3 (39 mg, 0.282 mmol), and the mixture 
was stirred under reflux for 5 d. The reaction mixture was filtered and concentrated in 
vacuo. The residue was purified by silica gel column chromatography (0-5% MeOH in 
CHCl3) to afford 15g (52 mg, 87% yield). 
 1H NMR (300 M Hz, CDCl3) δ ppm 0.94 (d, J = 6.5 Hz, 6H), 1.38-1.50 (m, 2H), 1.58-
1.71 (m, 1H), 2.04-2.31 (m, 4H), 2.34-2.54 (m, 4H), 3.05-3.26 (m, 5H), 4.52-4.67 (m, 
1H), 8.00-8.08 (m, 2H), 8.12 (s, 2H), 8.20-8.28 (m, 2H), 9.13 (s, 1H); 13C NMR (151 
MHz, CDCl3) δ ppm 22.8, 26.7, 31.9, 36.2, 44.7, 53.0, 56.8, 58.3, 77.3, 112.5, 127.6, 
127.9, 129.2, 132.9, 133.8, 135.4, 139.5, 145.2, 145.4; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd 
for C23H30N4O2S 427.2162 [M+H]+, found 427.2138. 
 
1,1-Difluoro-2-methylpropan-2-yl 4-{5-[2-fluoro-4-(methanesulfonyl)phenyl]-1H-p
yrazolo[3,4-c]pyridin-1-yl}piperidine-1-carboxylate (15h) 
 To a suspension of 14 (4.10 g, 8.64 mmol) in MeOH (29 mL) was added 4 N HCl in 1,4-
dioxane (70 mL) and stirred at room temperature for 2 h. The reaction mixture was diluted 
with EtOAc, and the precipitate was filtered to give colorless solid. To this solid were 
added 1 N NaOH aqueous solution and CHCl3. The organic layer was separated, dried 
over anhydrous MgSO4, filtered, and concentrated in vacuo to afford 5-[2-fluoro-4-
(methanesulfonyl)phenyl]-1-(piperidin-4-yl) -1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine (2.24 g, 69% 
yield). To a solution of 5-[2-fluoro-4-(methanesulfonyl)phenyl]-1-(piperidin-4-yl)-1H-
pyrazolo[3,4-c]pyridine (60.0 mg, 0.160 mmol) in CHCl3 (2.00 mL) were added Et3N 
(0.0445 mL, 0.320 mmol) and 1-{[(1,1-difluoro-2-methylpropan-2-yl)oxy]carbonyl}-3-
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methyl-1H-imidazol-3-ium iodide (83.2 mg, 0.240 mmol), and the mixture was stirred 
overnight at room temperature. The reaction was quenched with saturated NaHCO3 
aqueous solution and extracted with CHCl3. The organic layer was washed with brine, 
dried over anhydrous MgSO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was 
solidified with hexanes and 2-propanol to afford 15h as a colorless solid (76 mg, 93% 
yield). 
 1H NMR (300 M Hz, CDCl3) δ ppm 1.55 (s, 6H), 2.06-2.20 (m, 2H), 2.23-2.38 (m, 2H), 
2.96-3.25 (m, 5H), 3.11 (s, 5H), 4.21-4.43 (m, 2H), 4.67-4.85 (m, 1H), 5.94-6.41 (m, 1H), 
7.75-7.90 (m, 2H), 8.15 (s, 1H), 8.24 (t, J = 1.5 Hz, 1H), 8.31-8.39 (m, 1H), 9.12 (s, 1H); 
13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 20.1, 31.7, 42.8, 43.6, 44.6, 57.0, 115.2 (t, J = 246.0 
Hz), 115.9 (d, J = 27.0 Hz), 116.7 (d, J = 9.0 Hz), 123.4, 128.8, 132.7, 133.1, 133.5 (d, J 
= 9.0 Hz, 1C), 135.2, 141.0(d, J = 9.0 Hz), 153.4, 159.9 (d, J = 255.3 Hz); HRMS 
ESI/APCI Dual m/z calcd for C23H25F3N4O4S 511.1621 [M+H]+, found 511.1593. 
 
1-[1-(5-Ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-5-[2-fluoro-4-(methanesulfonyl)phenyl]
-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine (15i) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
6 from propan-2-yl 4-(5-bromo-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridin-1-yl)piperidine-1-
carboxylate 13b and [2-fluoro-4-(methanesulfonyl)phenyl]boronic acid. Purification of 
the crude compound 15i by silica gel column chromatography (CHCl3/hexanes) and the 
combined fractions containing 15i were concentrated in vacuo afforded a crystalline solid 
(48% yield), which was not recrystallized. 
 Mp 229-230 ˚C (CHCl3/hexanes); 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ ppm 1.22 (t, J = 7.6 
Hz, 3 H), 2.17-2.23 (m, 2 H), 2.31-2.39 (m, 2 H) 2.50 (q, J = 7.6 Hz, 2 H), 3.11 (s, 3 H), 
3.15-3.22 (m, 2 H), 4.85-4.91 (m, 1 H), 4.95-5.01 (m, 2 H), 7.78 (d, J = 8.5 Hz, 1 H), 
7.85 (d, J = 8.5 Hz, 1 H), 8.13 (s, 1 H), 8.22 (s, 2 H), 8.24 (s, 1 H), 8.32-8.36 (m, 1 H) 
9.15 (s, 1 H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 15.7, 22.8, 31.6, 43.5, 44.6, 58.2, 
115.9 (d, J = 27.0 Hz), 116.7 (d, J = 9.0 Hz), 123.4, 125.0, 128.7, 132.6, 133.2 (d, J = 
12.5 Hz), 133.3, 133.7, 135.1, 140.8, 141.0 (d, J = 9.2 Hz), 157.3, 159.8 (d, J = 243.3 
Hz), 160.7; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C24H25FN6O2S 481.1816 [M+H]+ , 
found 481.1808. 
 
3-Difluoro-4-[1-(1-{[(propan-2-yl)oxy]carbonyl}piperidin-4-yl)-1H-pyrazolo[3,4-c]
pyridin-5-yl]benzoic acid (16a) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
14 from propan-2-yl 4-(5-bromo-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridin-1-yl)piperidine-1-
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carboxylate 13a and 3-fluoro-4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzoic 
acid (98% yield).  
 1H NMR (200 M Hz, CDCl3) δ ppm 1.23 (d, J = 6.2 Hz, 6H), 1.85-2.18 (m, 4H), 2.94-
3.20 (m, 2H), 4.06-4.28 (m, 2H), 4.73-4.93 (m, 1H), 4.99-5.27 (m, 1H), 7.74-7.94 (m, 
2H), 8.10-8.21 (m, 1H), 8.23-8.28 (m, 1H), 8.32 (s, 1H), 9.42 (s, 1H); MS ESI/APCI Dual 
m/z 427[M+H]+. 
 
2,5-Difluoro-4-[1-(1-{[(propan-2-yl)oxy]carbonyl}piperidin-4-yl)-1H-pyrazolo[3,4-
c]pyridin-5-yl]benzoic acid (16b) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
14 from propan-2-yl 4-(5-bromo-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridin-1-yl)piperidine-1-
carboxylate 13a and 4-borono-2,5-difluorobenzoic acid (68% yield).  
 1H NMR (200 M Hz, CDCl3) δ ppm 1.29 (d, J = 6.2 Hz, 6H), 2.05-2.16 (m, 2H), 2.24-
2.36 (m, 2H), 2.98-3.18 (m, 2H), 4.29-4.55 (m, 2H), 4.73-4.83 (m, 1H), 4.94-5.03 (m, 
1H), 7.80-7.87 (m, 1H), 7.92-8.01 (m, 1H), 8.16 (s, 1H), 8.27 (s, 1H), 9.19 (s, 1H). 
 
4-{1-[1-(5-Ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridin-5-yl}-2,5-
difluorobenzoic acid (16c) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
14 from 5-bromo-1-[1-(5-ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-1H-pyrazolo[3,4-
c]pyridine 13b and 4-borono-2,5-difluorobenzoic acid (66% yield). 
 1H NMR (300 M Hz, DMSO-d6) δ ppm 1.16 (t, J = 7.5 Hz, 3H), 1.94-2.17 (m, 4H), 2.41-
2.55 (m, 2H), 3.09-3.24 (m, 2H), 4.74-4.88 (m, 2H), 5.18-5.33 (m, 1H), 7.67-7.78 (m, 
1H), 7.86-7.97 (m, 1H), 8.24-8.35 (m, 4H), 9.45 (s, 1H); MS ESI/APCI Dual m/z 463 [M-
H]-. 
 
Propan-2-yl 4-[5-(4-carbamoyl-2-fluorophenyl)-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridin-1-yl]pi
peridine-1-carboxylate (17a) 
 To a solution of 16a (80.0 mg, 0.188 mmol) in DMF (2.00 mL) were added 1-ethyl-3-
(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride (EDCI·HCl) (53.9 mg, 0.281 
mmol), 1,2,3-benzotriazol-1-ol monohydrate (HOBt·H2O) (43.1 mg, 0.281 mmol), Et3N 
(0.0391 mL, 0.281 mmol), and 25% NH3 aqueous solution (19.2 mg, 0.281 mmol). The 
mixture was stirred overnight at room temperature. The reaction was quenched with water 
and extracted with EtOAc. The organic layer was washed with water and brine, filtered 
through a phase separator, and concentrated in vacuo. The residue was solidified with 
hexanes and 2-propanol to afford 17a as a colorless solid (47 mg, 58% yield). 
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 1H NMR (600 M Hz, CDCl3) δ ppm 1.29 (d, J = 6.2 Hz, 6H), 2.07-2.16 (m, 2H), 2.24-
2.36 (m, 2H), 3.00-3.14 (m, 2H), 4.28-4.50 (m, 2H), 4.70-4.79 (m, 1H), 4.94-5.02 (m, 
1H), 5.47-5.77 (m, 1H), 5.97-6.23 (m, 1H), 7.66-7.72 (m, 2H), 8.13 (s, 1H), 8.16-8.20 (m, 
1H), 8.21 (s, 1H), 9.11 (s, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 22.3, 31.7, 43.0, 57.3, 
69.1, 115.9 (d, J = 24.0 Hz), 116.3 (d, J = 12.5 Hz), 123.1, 128.9, 131.2 (d, J = 12.0 Hz), 
131.6, 133.2, 133.3, 134.5 (d, J = 6.0 Hz), 135.0, 141.9, 155.1, 160.2 (d, J = 250.0 Hz), 
168.0; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C22H24FN5O3 426.1936 [M+H]+, found 
426.1917. 
 
Propan-2-yl 4-[5-(4-carbamoyl-2,5-difluorophenyl)-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridin-1-y
l]piperidine-1-carboxylate (17b) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
17a from 2,5-difluoro-4-[1-(1-{[(propan-2-yl)oxy]carbonyl}piperidin-4-yl)-1H-
pyrazolo[3,4-c]pyridin-5-yl]benzoic acid 16b (76% yield). 
 1H NMR (500 M Hz, CDCl3) δ ppm 1.29 (d, J = 6.1 Hz, 6H), 2.06-2.17 (m, 2H), 2.23-
2.36 (m, 2H), 2.98-3.15 (m, 2H), 4.27-4.53 (m, 2H), 4.70-4.81 (m, 1H), 4.93-5.03 (m, 
1H), 5.83 (br. s, 1H), 6.71-6.82 (m, 1H), 7.91-8.07 (m, 2H), 8.14 (s, 1H), 8.31 (s, 1H), 
9.10 (s, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 22.3, 31.7, 43.0, 57.3, 69.0, 116.6 (d, J 
= 12.0 Hz), 118.2 (d, J = 30.0 Hz), 119.6 (d, J = 30.0 Hz), 128.8, 133.3, 133.6, 135.1, 
140.6, 155.1, 156.3 (d, J = 248.0 Hz), 156.9 (d, J = 243.8 Hz), 163.5; HRMS ESI/APCI 
Dual m/z calcd for C22H23F2N5O3 444.1842 [M+H]+, found 444.1812. 
 
Propan-2-yl 4-{5-[4-(dimethylcarbamoyl)-2,5-difluorophenyl]-1H-pyrazolo[3,4-c]p
yridin-1-yl}piperidine-1-carboxylate (17c) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
17a from 2,5-difluoro-4-[1-(1-{[(propan-2-yl)oxy]carbonyl}piperidin-4-yl)-1H-
pyrazolo[3,4-c]pyridin-5-yl]benzoic acid 16b and 50% dimethylamine aqueous solution 
(41% yield). 
 1H NMR (300 M Hz, CDCl3) δ ppm 1.29 (d, J = 6.2 Hz, 6H), 2.04-2.17 (m, 2H), 2.21-
2.38 (m, 2H), 2.99-3.14 (m, 5H), 3.15 (s, 3H), 4.29-4.51 (m, 2H), 4.75 (s, 1H), 4.90-
5.06 (m, 1H), 7.20-7.27 (m, 1H), 7.89 (dd, J = 9.9, 6.1 Hz, 1H), 8.13 (s, 1H), 8.21 (s, 
1H), 9.09 (s, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 22.3, 31.7, 35.1, 38.3, 43.0, 57.3, 
69.0, 116.1 (d, J = 12.0 Hz), 116.8 (d, J = 27.0 Hz), 117.9 (d, J = 30.0 Hz), 128.9, 
133.3, 133.4, 135.1, 141.1, 154.4 (d, J = 245.0 Hz), 155.1, 156.3 (d, J = 246.3 Hz), 
165.4; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C24H27F2N5O3 472.2155 [M+H]+, found 
472.2134. 
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Propan-2-yl 4-{5-[4-(ethylcarbamoyl)-2,5-difluorophenyl]-1H-pyrazolo[3,4-c]pyrid
in-1-yl}piperidine-1-carboxylate (17d) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
17a from 2,5-difluoro-4-[1-(1-{[(propan-2-yl)oxy]carbonyl}piperidin-4-yl)-1H-
pyrazolo[3,4-c]pyridin-5-yl]benzoic acid 16b and 70% ethylamine aqueous solution. 
Purification of the crude compound 17d by silica gel column chromatography to afford 
the crystalline solid, which was dissolved in 2-propanol under heating and to the mixture 
were added hexanes. The resulting solution was stirred and allowed to cool to room 
temperature. The precipitate was collected by filtration to afford 17d as a colorless 
crystalline solid (61% yield). 
 Mp 150-151 ˚ C (2-propanol/hexanes); 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ ppm 1.24-1.30 (m, 
9 H), 2.05-2.18 (m, 2 H), 2.22-2.33 (m, 2 H), 3.05 (br s, 2 H), 3.50-3.57 (m, 2 H), 4.29-
4.48 (m, 2 H), 4.70-4.79 (m, 1 H), 4.96 (dt, J = 12.4, 6.2 Hz, 1 H), 6.75-6.85 (m, 1 H), 
7.89-8.02 (m, 2 H), 8.12 (s, 1 H), 8.28 (s, 1 H), 9.08 (s, 1 H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) 
δ ppm 14.8, 22.3, 31.7, 35.1, 43.0, 57.3, 69.0, 116.5 (d, J = 12.1 Hz), 118.0 (d, J = 30.0 
Hz), 119.4 (d, J = 28.2 Hz), 121.4 (dd, J = 8.5, 14.5 Hz), 128.8, 132.1 (dd, J = 9.2, 14.8 
Hz), 133.3, 133.5, 135.1, 140.7, 155.1, 156.3 (d, J = 246.4 Hz), 156.6 (d, J = 243.8 Hz), 
161.9; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C24H27F2N5O3 472.2155 [M+H]+ , found 
472.2158. 
 
Propan-2-yl 4-{5-[2,5-difluoro-4-(propylcarbamoyl)phenyl]-1H-pyrazolo[3,4-c]pyr
idin-1-yl}piperidine-1-carboxylate (17e) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
17a from 2,5-difluoro-4-[1-(1-{[(propan-2-yl)oxy]carbonyl}piperidin-4-yl)-1H-
pyrazolo[3,4-c]pyridin-5-yl]benzoic acid 16b and propan-1-amine (32% yield). 
 1H NMR (500 M Hz, CDCl3) δ ppm 1.01 (t, J = 7.5 Hz, 3H), 1.28 (d, J = 6.1 Hz, 6H), 
1.61-1.73 (m, 2H), 2.06-2.16 (m, 2H), 2.22-2.34 (m, 2H), 2.98-3.14 (m, 2H), 3.44-3.51 
(m, 1H), 4.31-4.48 (m, 2H), 4.69-4.79 (m, 1H), 4.93-5.01 (m, 1H), 6.78-6.92 (m, 1H), 
7.89-8.02 (m, 2H), 8.13 (s, 1H), 8.28 (s, 1H), 9.08 (s, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) 
δ ppm 11.4, 22.2, 22.7, 31.6, 41.8, 42.9, 57.2, 68.9, 116.4 (d, J = 15.0 Hz), 117.9 (d, J = 
33.0 Hz), 119.3 (d, J = 30.0 Hz), 128.7, 133.1, 133.4, 135.0, 140.6, 155.0, 156.2 (d, J = 
248.0 Hz), 156.6 (d, J = 243.8 Hz), 161.9; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for 
C25H29F2N5O3 486.2311 [M+H]+, found 486.2283. 
 
Propan-2-yl 4-(5-{2,5-difluoro-4-[(2-hydroxyethyl)carbamoyl]phenyl}-1H-pyrazol
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o[3,4-c]pyridin-1-yl)piperidine-1-carboxylate (17f) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
17a from 2,5-difluoro-4-[1-(1-{[(propan-2-yl)oxy]carbonyl}piperidin-4-yl)-1H-
pyrazolo[3,4-c]pyridin-5-yl]benzoic acid 16b and 2-aminoethan-1-ol (67% yield). 
 1H NMR (500 M Hz, CDCl3) δ ppm 1.26-1.30 (m, 6H), 2.11 (d, J = 11.1 Hz, 2H), 2.23-
2.34 (m, 2H), 2.39 (t, J = 5.2 Hz, 1H), 3.06 (br. s., 2H), 3.69 (q, J = 5.1 Hz, 2H), 3.85-
3.90 (m, 2H), 4.30-4.48 (m, 2H), 4.70-4.79 (m, 1H), 4.92-5.00 (m, 1H), 7.93 (dd, J = 11.7, 
6.3 Hz, 1H), 8.00 (dd, J = 13.0, 6.1 Hz, 1H), 8.13 (s, 1H), 8.29 (s, 1H), 9.08 (s, 1H); 13C 
NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 22.3, 31.7, 43.0, 43.0, 57.3, 62.1, 69.1, 116.5 (d, J = 12.0 
Hz), 118.1 (d, J = 30.0 Hz), 119.3 (d, J = 27.0 Hz), 128.8, 133.3, 133.5, 135.1, 140.6, 
155.1, 156.3 (d, J = 247.0 Hz), 156.6 (d, J = 243.8 Hz), 163.0; HRMS ESI/APCI Dual 
m/z calcd for C24H27F2N5O4 488.2104 [M+H]+, found 488.2078. 
 
4-{1-[1-(5-Ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridin-5-yl}-2,5-
difluoro-N-(2-hydroxyethyl)benzamide (17g) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
17a from 4-{1-[1-(5-ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridin-5-
yl}-2,5-difluorobenzoic acid 16c and 2-aminoethan-1-ol (40% yield). 
 1H NMR (300 M Hz, CDCl3) δ ppm 1.22 (t, J = 7.5 Hz, 3H), 2.12-2.44 (m, 4H), 2.50 
(q, J = 7.5 Hz, 2H), 3.11-3.24 (m, 2H), 3.64-3.74 (m, 2H), 3.84-3.92 (m, 2H), 4.78-5.03 
(m, 3H), 7.21-7.30 (m, 1H), 7.88-8.06 (m, 2H), 8.12 (s, 1H), 8.22 (s, 2H), 8.29 (s, 1H), 
9.12 (s, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 15.5, 22.7, 31.5, 42.9, 43.4, 58.0, 
62.1, 116.4 (d, J = 15.0 Hz), 118.0 (d, J = 30.0 Hz), 119.2 (d, J = 30.0 Hz), 124.8, 
128.7, 133.3, 133.3, 135.0, 140.3, 156.2 (d, J = 246.0 Hz), 156.4(d, J = 221.0 Hz), 
160.5, 163.0; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C26H27F2N7O2 508.2267 [M+H]+, 
found 508.2244. 
 
tert-Butyl 4-{5-[4-(methanesulfonyl)phenoxy]-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridin-1-yl}pipe
ridine-1-carboxylate (18) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
20 from tert-butyl 4-(5-bromo-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridin-1-yl)piperidine-1-carboxylate 
12a and 4-(methylsulfonyl)phenol (42% yield). 
 1H NMR (300 M Hz, CDCl3) δ ppm 1.50 (s, 9H), 2.02-2.15 (m, 2H), 2.17-2.33 (m, 2H), 
3.05 (s, 5H), 4.24-4.44 (m, 2H), 4.59-4.75 (m, 1H), 7.13-7.19 (m, 2H), 7.33-7.34 (m, 1H), 
7.89-7.95 (m, 2H), 8.05-8.07 (m, 1H), 8.71-8.72 (m, 1H); MS ESI/APCI Dual m/z 473 
[M+H]+, 495 [M+Na]+. 
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Propan-2-yl 4-{5-[4-(methanesulfonyl)phenoxy]-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridin-1-yl}pi
peridine-1-carboxylate (19) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
5 from tert-butyl 4-{5-[4-(methanesulfonyl)phenoxy]-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridin-1-
yl}piperidine-1 -carboxylate 18 (80% yield). 
 1H NMR (300 M Hz, CDCl3) δ ppm 1.28 (d, J = 6.4 Hz, 6H), 2.04-2.16 (m, 2H), 2.18-
2.35 (m, 2H), 2.97-3.13 (m, 5H), 4.29-4.48 (m, 2H), 4.62-4.77 (m, 1H), 4.91-5.03 (m, 
1H), 7.13-7.20 (m, 2H), 7.31-7.35 (m, 1H), 7.88-7.96 (m, 2H), 8.06 (s, 1H), 8.70-8.73 (m, 
1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 22.3, 31.6, 42.9, 44.8, 57.3, 69.0, 103.2, 118.9, 
129.5, 131.1, 131.7, 132.3, 134.3, 134.7, 154.7, 155.0, 161.2; HRMS ESI/APCI Dual m/z 
calcd for C22H26N4O5S 459.1697 [M+H]+, found 459.1679. 
 
Propan-2-yl 4-{5-[3-(methanesulfonyl)phenoxy]-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridin-1-yl}pi
peridine-1-carboxylate (20) 
 Under argon atmosphere, to a solution of 13a (100 mg, 0.272 mmol) in DMSO (0.544 
mL) were added 3-(methylsulfonyl)phenol (56.3 mg, 0.327 mmol), CuI (5.18 mg, 0.0272 
mmol), picolinic acid (6.70 mg, 0.0544 mmol), and K3PO4 (115 mg, 0.544 mmol). The 
mixture was stirred at 100 ˚C for 15 h. The reaction was quenched with water and 
extracted with EtOAc. The organic layer was separated, dried over anhydrous Na2SO4, 
and concentrated in vacuo. The residue was purified by silica gel column chromatography 
(67-80% EtOAc in hexanes) and solidified with hexanes and Et2O to afford 20as a 
colorless solid (107 mg, 86% yield). 
 1H NMR (600 M Hz, CDCl3) δ ppm 1.28 (d, J = 6.2 Hz, 6H), 2.07-2.14 (m, 2H), 2.21-
2.31 (m, 2H), 2.99-3.11 (m, 5H), 4.25-4.49 (m, 2H), 4.63-4.71 (m, 1H), 4.97 (quin, J = 
6.2 Hz, 1H), 7.29-7.30 (m, 1H), 7.35-7.38 (m, 1H), 7.53-7.59 (m, 2H), 7.67-7.70 (m, 
1H), 8.04 (s, 1H), 8.68 (s, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 22.3, 31.7, 43.0, 
44.5, 57.3, 69.0, 102.7, 117.5, 122.0, 124.4, 130.8, 131.1, 131.8, 132.3, 134.3, 141.9, 
155.1, 155.2, 157.4; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C22H26N4O5S 459.1697 
[M+H]+, found 459.1676. 
 
5-Bromo-1H-indazole (22) 
 To a solution of 4-bromo-2-methylaniline (10.5 g, 56.3 mmol) in acetic acid (300 mL) 
were added NaNO2 (3.89 g, 56.3 mmol) and water (10 mL). After stirring at room 
temperature for 5 h, the reaction mixture was concentrated in vacuo. The residue was 
diluted with EtOAc and washed with saturated aqueous NaHCO3 solution and brine. The 
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organic layer was dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The 
residue was purified by silica gel column chromatography (0-50% EtOAc in hexanes) 
and solidified with hexanes to afford 22 as a brown solid (6.81 g, 61% yield). 
 1H NMR (200 MHz, CDCl3) δ ppm 7.35-7.43 (m, 1H), 7.45-7.52 (m, 1H), 7.92 (d, J = 
2.2 Hz, 1H), 8.03 (d, J = 0.9 Hz, 1H); MS ESI/APCI Dual m/z 195 [M-H]- . 
 
tert-Butyl 4-(5-bromo-1H-indazol-1-yl)piperidine-1-carboxylate (23a) 
 To a solution of 22 (6.81 g, 34.6 mmol) in N,N-dimethylformamide (DMF) (200 mL) 
was added NaH (60% in oil, 2.12 g, 53.0 mmol). After the mixture being stirred at room 
temperature for 10 min, tert-butyl 4-[(methanesulfonyl)oxy]piperidine-1-carboxylate 
(14.8 g, 53.0 mmol) was added to the mixture. After stirring at 90 ˚C for 2 h, the reaction 
was quenched with water at 0 ˚C and extracted with EtOAc. The organic layer was dried 
over anhydrous Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was purified by 
silica gel column chromatography (20-50% EtOAc in hexanes) to afford 23a as a pale 
yellow solid (6.97 g, 53% yield). 
 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ ppm 1.48 (s, 9H), 1.95-2.03 (m, 2H), 2.15-2.25 (m, 2H), 
2.88-3.02 (m, 2H), 4.21-4.38 (m, 2H), 4.48-4.55 (m, 1H), 7.33 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.44 
(dd, J = 8.8, 1.7 Hz, 1H), 7.87 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 7.93 (s, 1H). 
 
tert-Butyl 4-{5-[4-(methanesulfonyl)phenyl]-1H-indazol-1-yl}piperidine-1-
carboxylate (24) 
 To a solution of 23a (200 mg, 0.526 mmol) in DMF (3.00 mL) were added [4-
(methanesulfonyl)phenyl]boronic acid (128 mg, 0.640 mmol), PdCl2(dppf)·CH2Cl2 (43 
mg, 0.0526 mmol) and 2 M Na2CO3 aqueous solution (0.800 mL, 1.60 mmol). The 
mixture was stirred at 110 ˚C under microwave irradiation for 30 min. The reaction was 
quenched with water and extracted with EtOAc. The organic layer was washed with brine, 
dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was 
purified by silica gel column chromatography (10-80% EtOAc in hexanes) and solidified 
with hexanes and Et2O to afford 24 as a colorless solid (136 mg, 57% yield). 
 1H NMR (200 MHz, CDCl3) δ ppm 1.50 (s, 9H), 1.97-2.13 (m, 2H), 2.15-2.38 (m, 2H), 
2.89-3.08 (m, 2H), 3.11 (s, 3H), 4.23-4.43 (m, 2H), 4.51-4.70 (m, 1H), 7.50-7.60 (m, 1H), 
7.61-7.68 (m, 1H), 7.76-7.86 (m, 2H), 7.95-8.02 (m, 2H), 8.03-8.07 (m, 1H), 8.09 (s, 1H); 
MS ESI/APCI Dual m/z 478 [M+Na]+ . 
 
1-[1-(5-Ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-5-[4-(methanesulfonyl)phenyl]-1H-
indazole (25) 
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 To a solution of 24 (239 mg, 0.525 mmol) in MeOH (30 mL) was added 4 N HCl in 1,4-
dioxane (10 mL) and the mixture was stirred at room temperature for 1 h. The reaction 
was quenched with 8 M NaOH aqueous solution and extracted with CHCl3. The organic 
layer was dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue 
was purified by NH silica gel column chromatography (10-100% EtOAc in hexanes, then 
10% MeOH in CHCl3) to afford 5-[4-(methanesulfonyl)phenyl]-1-(piperidin-4-yl)-1H-
indazole as a colorless gum (174 mg, 93% yield). 
 To a solution of 5-[4-(methanesulfonyl)phenyl]-1-(piperidin-4-yl)-1H-indazole (70 mg, 
0.197 mmol) in DMF (2 mL) were added 2-chloro-5-ethylpyrimidine (43 mg, 0.302 
mmol) and N,N-diisopropylethylamine (78 mg, 0.604 mmol). The mixture was stirred at 
100 ˚C overnight. 2-Chloro-5-ethylpyrimidine (43 mg, 0.302 mmol) and N,N-
diisopropylethylamine (78 mg, 0.604 mmol) were added to the mixture and stirred at 100 
˚C for 6 h. The reaction was quenched with water and extracted with EtOAc. The organic 
layer was washed with brine, dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and concentrated in 
vacuo. The residue was purified by silica gel column chromatography (10-50% EtOAc in 
CHCl3), followed by NH silica gel column chromatography (50-100% CHCl3 in hexanes) 
and solidified with hexanes and Et2O to afford 25 as a colorless solid (63 mg, 69% yield). 
 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ ppm 1.21 (t, J = 7.6 Hz, 3H), 2.10-2.16 (m, 2H), 2.28-
2.36 (m, 2H), 2.49 (q, J = 7.6 Hz, 2H), 3.10 (s, 3H), 3.11-3.17 (m, 2H), 4.71-4.78 (m, 1H), 
4.95-4.99 (m, 2H), 7.58-7.61 (m, 1H), 7.63-7.65 (m, 1H), 7.80-7.83 (m, 2H), 7.97 (s, 1H), 
8.00-8.03 (m, 2H), 8.07 (s, 1H), 8.20 (s, 2H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 15.7, 
22.8, 31.4, 43.6, 44.7, 57.1, 109.8, 120.3, 124.8, 124.9, 125.9, 128.0, 128.1, 132.1, 133.7, 
138.7, 147.1, 157.3, 160.7; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C25H27N5O2S 462.1958 
[M+H]+ , found 462.1947. 
 
tert-Butyl (4-hydroxy-2,5-dimethylphenyl)carbamate (27a) 
 To a solution of 4-amino-2,5-dimethylphenol (5.00 g, 36.4 mmol) in MeOH (73 mL) 
were added triethylamine (10.2 mL, 72.8 mmol) and di-tert-butyl dicarbonate (8.75 g, 
40.1 mmol). After stirring at room temperature for 13 h, the mixture was concentrated in 
vacuo. The residue was purified by silica gel column chromatography (5-30% EtOAc in 
hexanes) to afford 27a as a purple solid (6.96 g, 80% yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.51 (s, 9H), 2.14 (s, 3H), 2.15 (s, 3H), 5.25 (br s, 
1H), 6.02 (br s, 1H), 6.48 (s, 1H), 7.23 (s, 1H); MS ESI/APCI Dual m/z 236 [M-H]- . 
 
4-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2,5-dimethylphenyl trifluoromethanesulfonate 
(28a) 
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 To a solution of 27a (6.95 g, 29.3 mmol) and pyridine (3.55 mL, 44.0 mmol) in CHCl3 
(100 mL) was added trifluoromethanesulfonic anhydride (5.77 mL, 34.3 mmol) while 
maintaining the temperature at below 18 ˚C. After stirring at room temperature for 5 min, 
the reaction was quenched with ice-cooled water. The organic layer was washed with 2 N 
HCl aqueous solution and brine, dried over anhydrous Na2SO4 and filtered. The solvent 
was removed in vacuo to afford 28a as a brown solid (10.9 g, quantitative yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.52 (s, 9H), 2.23 (s, 3H), 2.33 (s, 3H), 6.27 (br s, 
1H), 7.01 (s,1H), 7.87 (s, 1H); MS ESI/APCI Dual m/z 368 [M-H]- . 
 
4-Amino-2,5-dimethylphenyl trifluoromethanesulfonate (29a) 
 To a suspension of 28a (10.8 g, 29.2 mmol) in EtOAc (20 mL) was added 4 N HCl in 
EtOAc (45 mL) and the mixture was stirred at room temperature for 15 h. The reaction 
was quenched with saturated aqueous NaHCO3 solution. The organic layer was washed 
with brine, dried over anhydrous Na2SO4 and filtered. The solvent was removed in vacuo 
to afford 29a as a brown oil (8.05 g, quantitative yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 2.13 (s, 3H), 2.26 (s, 3H), 3.65 (br s, 2H), 6.53 (s, 
1H), 6.90 (s, 1H); MS ESI/APCI Dual m/z 270 [M+H]+ . 
 
6-Methyl-1H-indazol-5-yl trifluoromethanesulfonate (30a) 
 To a solution of 29a (8.05g, 29.9 mmol) in acetic acid (40 mL) were added NaNO2 (2.02 
g, 29.2 mmol) in water (6.4 mL) at 4-9 ˚ C and the mixture was stirred at room temperature 
for 20 h. The reaction was quenched with water and extracted with EtOAc. The organic 
layer was washed with brine, dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and concentrated in 
vacuo. The residue was purified by silica gel column chromatography (5-35% EtOAc in 
hexanes) to afford 30a as a brown solid (4.02 g, 48% yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 2.51 (s, 3H), 7.42 (s, 1H), 7.67 (s, 1H), 8.09 (s, 1H); 
MS ESI/APCI Dual m/z 281 [M+H]+ , 279 [M-H]- , 315 [M+Cl]- . 
 
5-[4-(Methanesulfonyl)phenyl]-6-methyl-1H-indazole (31a) 
 To a solution of 30a (1.50 g, 5.35 mmol) in DMF (30 mL) were added [4-
(methanesulfonyl)phenyl]boronic acid (3.21 g, 16.0 mmol), PdCl2(dppf)·CH2Cl2 (437 mg, 
0.535 mmol) and 2 M Na2CO3 aqueous solution (10.7 mL, 21.4 mmol). The mixture was 
stirred at 130 ˚ C under microwave irradiation for 30 min. The reaction was quenched with 
water and extracted with EtOAc. The organic layer was washed with brine, dried over 
anhydrous Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was purified by silica 
gel column chromatography (5-50% EtOAc in hexanes) to afford 31a as a pale yellow 
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solid (1.16 g, 76% yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 2.36 (s, 3H), 3.14 (s, 3H), 7.43 (d, J = 0.8 Hz, 1H), 
7.53-7.61 (m, 3H), 7.98-8.04 (m, 2H), 8.05-8.11 (m, 1H); MS ESI/APCI Dual m/z 287 
[M+H]+ , 309 [M+Na]+ , 285 [M-H]- . 
 
tert-Butyl 4-{5-[4-(methanesulfonyl)phenyl]-6-methyl-1H-indazol-1-yl}piperidine-
1-carboxylate (32a) 
 To a solution of 31a (300 mg, 1.05 mmol) in dimethyl sulfoxide (DMSO) (4.0 mL) were 
added tert-butyl 4-[(methanesulfonyl)oxy]piperidine-1-carboxylate (579 mg, 2.07 mmol) 
and Cs2CO3 (1.02 g, 3.13 mmol). The mixture was stirred at 90 ˚C for 1.5 h. The reaction 
was quenched with water and extracted with EtOAc. The organic layer was washed with 
water, dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was 
purified by NH silica gel column chromatography (10-50% EtOAc in hexanes) to afford 
32a as a pale yellow solid (204 mg, 41% yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.50 (s, 9H), 1.99-2.11 (m, 2H), 2.16-2.34 (m, 2H), 
2.38 (s, 3H), 2.91-3.07 (m, 2H), 3.14 (s, 3H), 4.25-4.43 (m, 2H), 4.51-4.64 (m, 1H), 7.36 
(s, 1H), 7.52-7.59 (m, 3H), 7.97-8.04 (m, 3H); MS ESI/APCI Dual m/z 470 [M+H]+ , 492 
[M+Na]+ , 504 [M+Cl]- . 
 
1-[1-(5-Ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-5-[4-(methanesulfonyl)phenyl]-6-
methyl-1H-indazole (33a) 
 To a suspension of 32a (200 mg, 0.426 mmol) in MeOH (0.85 mL) was added 4 N HCl 
in 1,4-dioxane (2.1 mL) and the mixture was stirred at room temperature for 13 h. The 
reaction was concentrated in vacuo to afford 5-[4-(methanesulfonyl)phenyl]-6-methyl-1-
(piperidin-4-yl)-1H-indazole hydrochloride as a pale yellow solid (176 mg, quantitative 
yield). 
 To a suspension of 5-[4-(methanesulfonyl)phenyl]-6-methyl-1-(piperidin-4-yl)-1H-
indazole hydrochloride (82 mg, 0.202 mmol) in DMSO (2.0 mL) were added 2-chloro-5-
ethylpyrimidine (43 mg, 0.302 mmol) and Cs2CO3 (329 mg, 1.01 mmol). The mixture 
was stirred at 120 ˚C for 4 h. The reaction was quenched with water and extracted with 
EtOAc. The organic layer was washed with water, dried over anhydrous Na2SO4, filtered, 
and concentrated in vacuo. The residue was purified by silica gel column chromatography 
(5-50% EtOAc in hexanes) and recrystallized with MeOH to afford 33a as a colorless 
solid (29 mg, 30% yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.22 (t, J = 7.6 Hz, 3H), 2.07-2.19 (m, 2H), 2.24-
2.36 (m, 2H), 2.38 (s, 3H), 2.49 (q, J = 7.6 Hz, 2H), 3.08-3.22 (m, 5H), 4.63-4.78 (m, 
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1H), 4.90-5.02 (m, 2H), 7.40 (s, 1H), 7.51-7.59 (m, 3H), 7.94-8.04 (m, 3H), 8.21 (s, 
2H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 15.7, 16.6, 22.8, 31.4, 43.6, 44.7, 57.0, 106.9, 
124.7, 125.4, 127.3, 128.4, 128.7, 130.9, 131.6, 132.5, 138.2, 138.7, 147.6, 157.2, 
160.7; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C26H29N5O2S 476.2115 [M+H]+ , found 
476.2111. 
  
tert-Butyl (4-hydroxy-2,3-dimethylphenyl)carbamate (27b) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
27a from 4-amino-2,3-dimethylphenol (84% yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.51 (s, 9H), 2.13 (s, 3H), 2.15 (s, 3H), 5.23 (br s, 
1H), 6.05 (br s, 1H), 6.52 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.07 (d, J = 8.5 Hz, 1H); MS ESI/APCI 
Dual m/z 236 [M-H]- . 
 
4-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2,3-dimethylphenyl trifluoromethanesulfonate 
(28b) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
28a from 27b (99% yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.52 (s, 9H), 2.20 (s, 3H), 2.30 (s, 3H), 6.28 (br s, 
1H), 7.09 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.68 (d, J = 9.0 Hz, 1H); MS ESI/APCI Dual m/z 368 [M-
H]- . 
 
4-Amino-2,3-dimethylphenyl trifluoromethanesulfonate (29b) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
29a from 28b (quantitative yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 2.10 (s, 3H), 2.26 (s, 3H), 3.68 (br s, 2H), 6.54 (d, J 
= 8.7 Hz, 1H), 6.92 (d, J = 8.7 Hz, 1H); MS ESI/APCI Dual m/z 270 [M+H]+ . 
 
4-Methyl-1H-indazol-5-yl trifluoromethanesulfonate (30b) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
30a from 29b (64% yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 2.65 (s, 3H), 7.24-7.31 (m, 1H), 7.35-7.42 (m, 1H), 
8.17 (s, 1H); MS ESI/APCI Dual m/z 281 [M+H]+ , 279 [M-H]- , 315 [M+Cl]- . 
 
5-[4-(Methanesulfonyl)phenyl]-4-methyl-1H-indazole (31b) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
31a from 30b (72% yield). 
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 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 2.56 (s, 3H), 3.14 (s, 3H), 7.24-7.33 (m, 1H), 7.39-
7.46 (m, 1H), 7.54-7.62 (m, 2H), 7.98-8.05 (m, 2H), 8.19 (s, 1H); MS ESI/APCI Dual 
m/z 287 [M+H]+ , 309 [M+Na]+ , 285 [M-H]- . 
 
tert-Butyl 4-{5-[4-(methanesulfonyl)phenyl]-4-methyl-1H-indazol-1-yl}piperidine-
1-carboxylate (32b) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
32a from 31b (68% yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.50 (s, 9H), 1.99-2.10 (m, 2H), 2.18-2.35 (m, 2H), 
2.53 (s, 3H), 2.90-3.07 (m, 2H), 3.13 (s, 3H), 4.25-4.42 (m, 2H), 4.52-4.65 (m, 1H), 7.24-
7.30 (m, 1H), 7.34-7.40 (m, 1H), 7.53-7.60 (m, 2H), 7.98-8.04 (m, 2H), 8.09 (s, 1H); MS 
ESI/APCI Dual m/z 470 [M+H]+ , 492 [M+Na]+ , 504 [M+Cl]- . 
 
1-[1-(5-Ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-5-[4-(methanesulfonyl)phenyl]-4-
methyl-1H-indazole (33b) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
33a from 32b (38% yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.22 (t, J = 7.6 Hz, 3H), 2.07-2.18 (m, 2H), 2.24-
2.41 (m, 2H), 2.44-2.56 (m, 5H), 3.07-3.21 (m, 5H), 4.65-4.79 (m, 1H), 4.91-5.02 (m, 
2H), 7.23-7.30 (m, 1H), 7.37-7.44 (m, 1H), 7.53-7.60 (m, 2H), 7.98-8.04 (m, 2H), 8.08 
(s, 1H), 8.21 (s, 2H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 15.7, 21.8, 22.8, 31.4, 43.7, 
44.7, 56.9, 110.0, 121.9, 122.8, 124.8, 127.3, 130.6, 133.1, 133.9, 134.0, 138.8, 138.9, 
148.1, 157.3, 160.8; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C26H29N5O2S 476.2115 
[M+H]+ , found 476.2100. 
 
tert-Butyl 4-(4-bromo-2-nitroanilino)piperidine-1-carboxylate (35) 
 To a solution of 4-bromo-1-fluoro-2-nitrobenzene (25.0 g, 114 mmol) in DMSO (114 
mL) were added tert-butyl 4-aminopiperidine-1-carboxylate (20.7 g, 103 mmol) and 
Cs2CO3 (37.1 g, 114 mmol). The mixture was stirred at 100 ˚C for 1 h. The reaction was 
diluted with water and extracted with ethyl acetate. The organic layer was washed with 
brine, dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was 
recrystallized with hexanes and EtOAc to afford orange solid. The filtrate was evaporated 
to dryness and recrystallized with hexanes and EtOAc to afford orange solid. The 
resulting solids were combined to afford 35 as an orange solid (40.5 g, 98% yield). 
 1H NMR (200 MHz, CDCl3) δ ppm 1.48 (s, 9H), 1.43-1.69 (m, 2H), 1.96-2.13 (m, 2H), 
2.94-3.15 (m, 2H), 3.54-3.76 (m, 1H), 3.93-4.12 (m, 2H), 6.79 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.49 
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(dd, J = 9.2, 2.4 Hz, 1H), 8.00-8.13 (m, 1H), 8.32 (d, J = 2.4 Hz, 1H); MS ESI/APCI Dual 
m/z 422 [M+Na]+ , 398 [M-H]- . 
 
tert-Butyl 4-(2-amino-4-bromoanilino)piperidine-1-carboxylate (36) 
 To a suspension of 35 (40.5 g, 101 mmol) in EtOH (337 mL) were added Fe powder 
(28.2g, 505 mmol) and NH4Cl (540 mg, 10.1 mmol) in water (101 mL). After stirring at 
78 ˚ C for 5 h, the reaction was filtered and concentrated in vacuo. The residue was diluted 
with brine and extracted with CHCl3. The organic layer was dried over anhydrous Na2SO4, 
filtered, and concentrated in vacuo to afford 36 as a brown gum (37.4 g, quantitative yield). 
 1H NMR (200 MHz, CDCl3) δ ppm 1.24-1.51 (m, 2H), 1.47 (s, 9H), 1.91-2.09 (m, 2H), 
2.84-3.03 (m, 2H), 3.24-3.45 (m, 1H), 3.94-4.12 (m, 2H), 6.52 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.81-
6.92 (m, 2H); MS ESI/APCI Dual m/z 392 [M+Na]+ , 404 [M+Cl]- . 
 
tert-Butyl 4-(5-bromo-1H-benzotriazol-1-yl)piperidine-1-carboxylate (37) 
 To a solution of 36 (37.4g, 101 mmol) in acetic acid (337 mL) was added NaNO2 (10.5 
g, 152 mmol) in water (33.7 mL) under ice cooling and the mixture was stirred at room 
temperature for 1 h. The reaction mixture was diluted with water and stirred at room 
temperature for 1 h. The resulting precipitate was filtered and washed with water and 
hexanes. The solid was dissolved in CHCl3 and washed with brine. The organic layer was 
separated and concentrated in vacuo. The residue was purified by NH silica gel column 
chromatography (CHCl3) and recrystallized with hexanes and EtOAc to afford 37 as a 
brown solid (29.3 g, 76% yield). 
 1H NMR (200 MHz, CDCl3) δ ppm 1.50 (s, 9H), 2.08-2.46 (m, 4H), 2.92-3.14 (m, 2H), 
4.24-4.44 (m, 2H), 4.71-4.90 (m, 1H), 7.45 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.58 (dd, J = 8.8, 1.8 Hz, 
1H), 8.24 (d, J = 1.8 Hz, 1H); MS ESI/APCI Dual m/z 381 [M+H]+ , 403 [M+Na]+ , 415 
[M+Cl]- . 
 
tert-Butyl 4-{5-[4-(methanesulfonyl)phenyl]-1H-benzotriazol-1-yl}piperidine-1-
carboxylate (38) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
24 from 37 (25% yield). 
 1H NMR (200 MHz, CDCl3) δ ppm 1.52 (s, 9H), 2.15-2.27 (m, 2H), 2.29-2.47 (m, 2H), 
2.98-3.15 (m, 2H), 3.12 (s, 3H), 4.29-4.43 (m, 2H), 4.82-4.96 (m, 1H), 7.68 (dd, J = 8.6, 
0.8 Hz, 1H), 7.75 (dd, J = 8.6, 1.6 Hz, 1H), 7.81-7.87 (m, 2H), 8.04-8.09 (m, 2H), 8.29-
8.31 (m, 1H); MS ESI/APCI Dual m/z 457 [M+H]+ , 479 [M+Na]+ , 491 [M+Cl]- . 
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1-[1-(5-Ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-5-[4-(methanesulfonyl)phenyl]-1H-
benzotriazole (39) 
 To a solution of 38 (694 mg, 1.52 mmol) in MeOH (5.07 mL) was added 4 N HCl in 
1,4-dioxane (15.2 mL). After stirring at room temperature for 3 h, the reaction was 
concentrated in vacuo. The resulting solid was washed with EtOAc to afford 5-[4-
(methanesulfonyl)phenyl]-1-(piperidin-4-yl)-1H-benzotriazole hydrochloride as a pale 
pink powder (612 mg, quantitative yield). 
 To a suspension of 5-[4-(methanesulfonyl)phenyl]-1-(piperidin-4-yl)-1H-benzotriazole 
hydrochloride (200 mg, 0.509 mmol) in 2-propanol (IPA) (5.09 mL) were added 2-chloro-
5-ethylpyrimidine (145 mg, 1.02 mmol) and N,N-diisopropylethylamine (526 mg, 4.07 
mmol). The mixture was stirred at 80 ˚C for 90 h. The reaction was quenched with water 
and extracted with CHCl3. The organic layer was dried over anhydrous Na2SO4, filtered, 
and concentrated in vacuo. The residue was purified by silica gel column chromatography 
(67% EtOAc in hexanes) and recrystallized with hexanes and EtOAc to afford 39 as a 
colorless solid (74 mg, 31% yield). 
 1H NMR (200 MHz, CDCl3) δ ppm 1.23 (t, J = 7.7 Hz, 3H), 2.20-2.60 (m, 6H), 3.12 (s, 
3H), 3.12-3.30 (m, 2H), 4.90-5.12 (m, 3H), 7.65-7.79 (m, 2H), 7.80-7.89 (m, 2H), 8.01-
8.11 (m, 2H), 8.24 (s, 2H), 8.29 (s, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 15.6, 22.7, 
31.4, 43.3, 44.7, 58.0, 110.4, 118.9, 125.1, 127.0, 128.2, 128.4, 132.3, 135.6, 139.5, 
146.1, 146.9, 157.3, 160.5; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C24H26N6O2S 463.1911 
[M+H]+ , found 463.1904. 
 
2-Bromo-5-fluoropyridine 1-oxide (41) 
 To a solution of 2-bromo-5-fluoropyridine (2.00 g, 11.4 mmol) in CHCl3 (22.7 mL) were 
added urea hydrogen peroxide (2.14 g, 22.7 mmol) and trifluoroacetic anhydride (4.77 g, 
22.7 mmol). After stirring at room temperature for 15 h, the reaction was quenched with 
saturated Na2SO3 aqueous solution under ice cooing and stirred at room temperature for 
15 min. Saturated aqueous NaHCO3 solution was added to the mixture and extracted with 
CHCl3. The organic layer was separated, dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and 
concentrated in vacuo to afford 41 as a colorless solid (2.18 g, quantitative yield). 
 1H NMR (200 MHz, CDCl3) δ ppm 6.98 (ddd, J = 9.2, 6.6, 2.6 Hz, 1H), 7.63 (dd, J = 
9.2, 6.6 Hz, 1H), 8.34 (dd, J = 4.0, 2.6 Hz, 1H); MS ESI/APCI Dual m/z 192 [M+H]+ , 
190 [M-H]- . 
 
2-Bromo-5-fluoro-4-nitropyridine 1-oxide (42) 
 To a solution of 41 (3.79 g, 19.7 mmol) in H2SO4 (65.8 mL) was added fuming nitric 
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acid (32.9 mL) under ice cooling and the mixture was stirred at 100 ˚C for 4 h. The 
reaction mixture was added dropwise to ice cooled water and extracted with CHCl3. The 
organic layer was separated, dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and concentrated in 
vacuo to afford 42 as a pale yellow solid (3.72 g, 80% yield). 
 1H NMR (200 MHz, CDCl3) δ ppm 8.43 (d, J = 5.8 Hz, 1H), 8.45 (d, J = 8.6 Hz, 1H); 
MS ESI/APCI Dual m/z 237 [M+H]+ , 235 [M-H]- . 
 
6-Bromo-N-[1-(5-ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-4-nitropyridin-3-amine 1-
oxide (43a) 
 To a solution of 42 (700 mg, 2.95 mmol) in dimethyl sulfoxide (DMSO) (9.83 mL) were 
added 1-(5-ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-amine (609 mg, 2.95 mmol) and Cs2CO3 
(1.15 g, 3.53 mmol). The mixture was stirred at room temperature for 1 h. The reaction 
was quenched with water and extracted with ethyl acetate. The organic layer was washed 
with brine, dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo to afford 
43a as a yellow solid (1.08 g, 86% yield). 
 1H NMR (200 MHz, CDCl3) δ ppm 1.20 (t, J = 7.6 Hz, 3H), 1.50-1.73 (m, 2H), 2.07-
2.24 (m, 2H), 2.49 (q, J = 7.6 Hz, 2H), 3.11-3.32 (m, 2H), 3.51-3.73 (m, 1H), 4.54-4.71 
(m, 2H), 7.71-7.82 (m, 1H), 8.20 (s, 3H), 8.42 (s, 1H); MS ESI/APCI Dual m/z 423 
[M+H]+ , 445 [M+Na]+ , 421 [M-H]- . 
 
6-Bromo-N3-[1-(5-ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]pyridine-3,4-diamine (44a) 
 To a solution of 43a (1.08 g, 2.55 mmol) in AcOH (8.51 mL) was added Fe powder (712 
mg, 12.8 mmol) and the mixture was stirred at 100 ˚C for 2 h. The reaction was quenched 
with water and extracted with ethyl acetate. The organic layer was washed with brine, 
dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was 
purified by silica gel column chromatography (50% EtOAc in CHCl3) to afford 44a as a 
pale yellow solid (696 mg, 72% yield). 
 1H NMR (200 MHz, CDCl3) δ ppm 1.19 (t, J = 7.6 Hz, 3H), 1.32-1.54 (m, 2H), 1.99-
2.16 (m, 2H), 2.47 (q, J = 7.6 Hz, 2H), 3.00-3.17 (m, 2H), 3.29-3.48 (m, 1H), 4.05-4.18 
(m, 2H), 4.55-4.69 (m, 2H), 6.74 (s, 1H), 7.69 (s, 1H), 8.18 (s, 2H); MS ESI/APCI Dual 
m/z 377 [M+H]+ . 
 
6-Bromo-3-[1-(5-ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-
c]pyridine (45a) 
 To a solution of 44a (50 mg, 0.133 mmol) in trifluoroacetic acid (TFA) (1.33 mL) was 
added NaNO2 (13.7 mg, 0.199 mmol) in water (0.133 mL). After stirring at room 
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temperature for 1 h, the reaction mixture was concentrated in vacuo. The residue was 
diluted with saturated aqueous NaHCO3 solution and extracted with CHCl3. The organic 
layer was separated, dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. 
The residue was purified by NH silica gel column chromatography (CHCl3) and 
recrystallized with hexanes and EtOAc to afford 45a as a pale yellow solid (34 mg, 66% 
yield). 
 1H NMR (200 MHz, CDCl3) δ ppm 1.23 (t, J = 7.6 Hz, 3H), 2.23-2.45 (m, 4H), 2.51 (q, 
J = 7.6 Hz, 2H), 3.11-3.30 (m, 2H), 4.92-5.19 (m, 3H), 8.17 (d, J = 1.3 Hz, 1H), 8.23 (s, 
2H), 8.93 (d, J = 1.3 Hz, 1H); MS ESI/APCI Dual m/z 388 [M+H]+ , 410 [M+Na]+ . 
 
Propan-2-yl 4-[(6-bromo-4-nitro-1-oxidepyridin-3-yl)amino]piperidine-1-
carboxylate (43b) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
43a from 42 and isopropyl 4-aminopiperidine-1-carboxylate (quantitative yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.06-1.34 (m, 6H), 1.43-1.65 (m, 2H), 1.98-2.24 (m, 
2H), 2.96-3.16 (m, 2H), 3.42-3.66 (m, 1H), 3.94-4.28 (m, 2H), 4.70-5.15 (m, 1H), 7.74 
(d, J = 7.6 Hz, 1H), 8.17 (s, 1H), 8.42 (s, 1H); MS ESI/APCI Dual m/z 421 [M+Na]+ , 
433 [M+Cl]- . 
 
Propan-2-yl 4-[(4-amino-6-bromopyridin-3-yl)amino]piperidine-1-carboxylate 
(44b) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
44a from 43b (quantitative yield).  
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.06-1.53 (m, 8H), 1.89-2.01 (m, 2H), 2.93 (br t, J 
= 11.4 Hz, 2H), 3.31 (br s, 1H), 3.98-4.23 (m, 3H), 4.91 (dt, J = 12.2, 5.9 Hz, 2H), 6.74 
(s, 1H), 7.65 (s, 1H); MS ESI/APCI Dual m/z 357 [M+H]+ , 391 [M+Cl]- . 
 
Propan-2-yl 4-(6-bromo-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-c]pyridin-3-yl)piperidine-1-
carboxylate (45b) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
45a from 44b (35% yield).  
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.29 (d, J = 6.2 Hz, 6H), 2.17-2.46 (m, 4H), 3.10 (br 
s, 2H), 4.29-4.55 (m, 2H), 4.89-5.07 (m, 2H), 8.18 (d, J = 1.1 Hz, 1H), 8.93 (d, J = 1.1 
Hz, 1H); MS ESI/APCI Dual m/z 390 [M+Na]+ , 402 [M+Cl]- . 
 
3-[1-(5-Ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-6-[4-(methanesulfonyl)phenyl]-3H-
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[1,2,3]triazolo[4,5-c]pyridine (46a) 
 To a solution of 45a (35 mg, 0.0901 mmol) in DMF (0.901 mL) were added [4-
(methanesulfonyl)phenyl]boronic acid (27 mg, 0.135 mmol), PdCl2(dppf)·CH2Cl2 (7.36 
mg, 0.00901 mmol) and 2 M Na2CO3 aqueous solution (0.135 mL). After stirring at 100 
˚C for 2 h, the reaction was quenched with water and extracted with EtOAc. The organic 
layer was separated, dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and reduced under pressure. 
The residue was purified by silica gel column chromatography (67-80% EtOAc in CHCl3) 
to afford 46a as a colorless crystalline solid (20 mg, 48% yield), which was not 
recrystallized. 
 Mp 269-270 ˚C (EtOAc/CHCl3); 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ ppm 1.24 (t, J = 7.6 Hz, 
3H), 2.34-2.41 (m, 2H), 2.41-2.50 (m, 2H), 2.53 (q, J = 7.6 Hz, 2H), 3.11 (s, 3H), 3.21-
3.34 (m, 2H), 5.03 (d, J = 13.6 Hz, 2H), 5.13-5.21 (m, 1H), 8.08 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 8.23-
8.31 (m, 4H), 8.43 (s, 1H), 9.26 (s, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 15.6, 22.8, 
31.7, 43.3, 44.7, 59.1, 111.1, 125.3, 128.0, 128.1, 129.5, 134.7, 140.4, 144.2, 149.1, 151.0, 
157.4, 160.6; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C23H25N7O2S 464.1863 [M+H]+ , 
found 464.1848. 
 
3-[1-(5-Ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-6-[2-fluoro-4-
(methanesulfonyl)phenyl]-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-c]pyridine (46b) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
46a from 45a and [2-fluoro-4-(methanesulfonyl)phenyl]boronic acid (56% yield). 
 Mp 269-270 ˚C (EtOAc/CHCl3); 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ ppm 1.22 (t, J = 7.6 Hz, 
3H), 2.32-2.38 (m, 2H), 2.39-2.48 (m, 2H), 2.51 (q, J = 7.6 Hz, 2H), 3.11 (s, 3H), 3.19-
3.26 (m, 2H), 4.98-5.04 (m, 2H), 5.12-5.19 (m, 1H), 7.80 (dd, J = 10.1, 1.7 Hz, 1H), 7.86 
(dd, J = 8.2, 1.7 Hz, 1H), 8.23 (s, 2H), 8.33 (dd, J = 8.2, 7.6 Hz, 1H), 8.54 (s, 1H), 9.26 
(d, J = 1.2 Hz, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 15.6, 22.8, 31.7, 43.3, 44.5, 59.1, 
115.4 (d, J = 12.0 Hz), 116.1 (d, J = 27.0 Hz), 123.4, 125.4, 129.4, 132.3 (d, J = 9.0 Hz), 
132.8, 134.7, 141.8 (d, J = 9.0 Hz), 144.3, 150.6, 157.4, 159.9 (d, J = 204.3 Hz), 160.9; 
HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C23H24FN7O2S 482.1769 [M+H]+ , found 482.1762. 
 
3-[1-(5-Ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-6-[3-fluoro-4-
(methanesulfonyl)phenyl]-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-c]pyridine (46c) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
46a from 45a and [3-fluoro-4-(methanesulfonyl)phenyl]boronic acid (51% yield).  
 Mp 229-230 ˚C (EtOAc/CHCl3); 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ ppm 1.22 (t, J = 7.6 
Hz, 3H), 2.32-2.38 (m, 2H), 2.39-2.47 (m, 2H), 2.51 (q, J = 7.6 Hz, 2H), 3.19-3.25 (m, 
  
96 
 
2H), 3.27 (s, 3H), 4.98-5.04 (m, 2H), 5.11-5.19 (m, 1H), 7.99-8.10 (m, 3H), 8.23 (s, 
2H), 8.42 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 9.24 (d, J = 1.2 Hz, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ 
ppm 15.6, 22.8, 31.7, 43.3, 44.0, 59.2, 111.3, 115.7 (d, J = 24.1 Hz), 122.7, 125.4, 128.0 
(d, J = 15.0 Hz), 129.8, 130.3, 134.8, 147.1 (d, J = 9.0 Hz), 147.7, 157.4, 159.8 (d, J = 
213.0 Hz), 160.8; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C23H24FN7O2S 482.1769 
[M+H]+ , found 482.1764. 
 
4-{3-[1-(5-Ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-c]pyridin-6-
yl}-3-fluorobenzoic acid (47a) 
 To a solution of 45a (500 mg, 1.29 mmol) in DMF (12.9 mL) were added 3-fluoro-4-
(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzoic acid (514 mg, 1.94 mmol), 
PdCl2(dppf)·CH2Cl2 (52.3 mg, 0.0645 mmol) and 2 M Na2CO3 aqueous solution (1.93 
mL). After stirring at 110 ˚C for 3 h, the reaction was quenched with water, filtered, and 
concentrated in vacuo. The resulting residue was dissolved in 10% NaOH aqueous 
solution. The aqueous layer was washed with EtOAc, neutralized with 1 M HCl aqueous 
solution and extracted with 10% MeOH in CHCl3. The organic layer was separated, dried 
over anhydrous Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The resulting solid was 
washed with EtOAc-hexanes to afford 47a as a pale purple solid (376 mg, 65% yield). 
 1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ ppm 1.16 (t, J = 7.6 Hz, 3H), 2.13-2.23 (m, 2H), 2.30-
2.37 (m, 2H), 2.47 (q, J = 7.6 Hz, 2H), 3.19-3.26 (m, 2H), 4.80-4.87 (m, 2H), 5.42-5.51 
(m, 1H), 7.80-7.84 (m, 1H), 7.90-7.94 (m, 1H), 8.13-8.18 (m, 1H), 8.31 (s, 2H), 8.48 (s, 
1H), 9.66 (d, J = 1.2 Hz, 1H); MS ESI/APCI Dual m/z 448 [M+H]+ . 
 
4-{3-[1-(5-Ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-c]pyridin-6-
yl}-2,5-difluorobenzoic acid (47b) 
 To a solution of 45a (500 mg, 1.29 mmol) in EtOH (12.9 mL) were added 2,5-difluoro-
4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzoic acid (549 mg, 1.93 mmol), 
Pd(PPh3)4 (74.5 mg, 0.0645 mmol) and 2 M Cs2CO3 aqueous solution (1.29 mL). After 
the mixture being stirred at 150˚C under microwave irradiation for 30 min, 2 M Cs2CO3 
aqueous solution was added to the mixture. The aqueous layer was washed with EtOAc, 
neutralized with 1 M HCl aqueous solution and extracted with 10% MeOH in CHCl3. The 
organic layer was separated, dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and concentrated in 
vacuo. The resulting solid was washed with EtOAc-hexanes to afford 47b as a colorless 
solid (290 mg, 48% yield). 
 1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ ppm 1.16 (t, J = 7.6 Hz, 3H), 2.13-2.22 (m, 2H), 2.30-
2.36 (m, 2H), 2.47 (q, J = 7.6 Hz, 4H), 3.19-3.26 (m, 2H), 4.80-4.86 (m, 2H), 5.44-5.52 
  
97 
 
(m, 1H), 7.78-7.83 (m, 1H), 7.92-7.97 (m, 1H), 8.32 (s, 2H), 8.54 (s, 1H), 9.66-9.68 (m, 
1H). 
 
4-{3-[1-(5-Ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-c]pyridin-6-
yl}-2,3-difluorobenzoic acid (47c) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
47b from 45a and 4-borono-2,3-difluorobenzoic acid (46% yield). 
 1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ ppm 1.16 (t, J = 7.6, 3H), 2.03-2.38 (m, 4H), 2.39-
2.47 (m, 2H), 3.13-3.28 (m, 2H), 4.75-4.92 (m, 2H), 5.37-5.55 (m, 1H), 7.39-7.44 (m, 
1H), 7.58-7.67 (m, 1H), 8.31 (s, 2H), 8.39 (s, 1H), 9.62 (d, J = 1.4 Hz, 1H); MS ESI m/z 
465 [M+H]+ . 
 
4-{3-[1-(5-Ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-c]pyridin-6-
yl}-3-methylbenzoic acid (47d) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
47b from 45a and 3-methyl-4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzoic acid 
(81% yield). 
 1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ ppm 1.16 (t, J = 7.6 Hz, 3H), 2.08-2.34 (m, 4H), 2.37 
(s, 3H), 2.41-2.47 (m, 2H), 3.17-3.28 (m, 2H), 4.78-4.90 (m, 2H), 5.37-5.52 (m, 1H), 7.47 
(d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.77-7.90 (m, 2H), 8.17 (s, 1H), 8.32 (s, 2H), 9.58 (s, 1H); MS 
ESI/APCI Dual m/z 442 [M-H]- . 
 
3-Chloro-4-{3-[1-(5-ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-
c]pyridin-6-yl}benzoic acid (47e) 
 To a solution of 45a (500 mg, 1.29 mmol) in EtOH (13 mL) were added 4-borono-3-
chlorobenzoic acid (387 mg, 1.93 mmol), Pd(PPh3)4 (74 mg, 0.064 mmol) and 2 M 
Cs2CO3 aqueous solution (1.3 mL). After the mixture being stirred at 80 ˚C for 5 h, 2 M 
KOH aqueous solution and EtOAc were added to the mixture. The aqueous layer was 
separated, washed with EtOAc, and neutralized with saturated NH4Cl aqueous solution. 
The resulting precipitate was filtered and dried to afford 47e as a pale yellow solid (466 
mg, 78% yield). 
 1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ ppm 1.16 (t, J = 7.6 Hz, 3H), 2.07-2.27 (m, 2H), 2.28-
2.39 (m, 2H), 2.41-2.48 (m, 2H), 3.13-3.29 (m, 2H), 4.77-4.93 (m, 2H), 5.37-5.54 (m, 
1H), 7.59 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.89 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.98 (s, 1H), 8.25-8.36 (m, 3H), 
9.60 (s, 1H); MS ESI/APCI Dual m/z 464 [M+H]+ , 462 [M-H]- . 
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4-{3-[1-(5-Ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-c]pyridin-6-
yl}-3-(trifluoromethyl)benzoic acid (47f) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
47b from 45a and 4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)-3-
(trifluoromethyl)benzoic acid (33% yield). 
 1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ ppm 1.22-1.34 (m, 3H), 2.31-2.59 (m, 6H), 3.19-3.33 
(m, 2H), 4.96-5.09 (m, 2H), 5.12-5.27 (m, 1H), 7.59-7.70 (m, 1H), 7.83-7.91 (m, 1H), 
8.25-8.32 (m, 1H), 8.35-8.40 (m, 2H), 8.56 (s, 1H), 9.28 (d, J = 1.2 Hz, 1H); MS 
ESI/APCI Dual m/z 498 [M+H]+ . 
 
4-{3-[1-(5-Ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-c]pyridin-6-
yl}-2-methylbenzoic acid (47g) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
47b from 45a and 2-methyl-4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzoic acid 
(58% yield). 
 1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ ppm 1.09-1.25 (m, 3H), 2.08-2.38 (m, 4H), 2.41-2.47 
(m, 2H), 2.63 (s, 3H), 3.13-3.30 (m, 2H), 4.78-4.89 (m, 2H), 5.44 (br s, 1H), 7.93 (d, J = 
8.2 Hz, 1H), 8.04-8.19 (m, 2H), 8.32 (s, 2H), 8.71 (s, 1H), 9.59 (s, 1H); MS ESI/APCI 
Dual m/z 444 [M+H]+ , 442 [M-H]- . 
 
2-Chloro-4-{3-[1-(5-ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-
c]pyridin-6-yl}benzoic acid (47h) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
47e from 45a and 4-borono-2-chlorobenzoic acid (72% yield). 
 1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ ppm 1.16 (t, J = 7.6 Hz, 3H), 2.07-2.23 (m, 2H), 2.25-
2.38 (m, 2H), 2.39-2.47 (m, 2H), 3.16-3.28 (m, 2H), 4.78-4.89 (m, 2H), 5.34-5.50 (m, 
1H), 7.49 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 8.04 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 8.13 (s, 1H), 8.32 (s, 2H), 8.65 (s, 
1H), 9.56 (s, 1H); MS ESI/APCI Dual m/z 464 [M+H]+ , 462 [M-H]- . 
 
4-{3-[1-(5-Ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-c]pyridin-6-
yl}-2-(trifluoromethyl)benzoic acid (47i) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
47b from 45a and 4-borono-2-(trifluoromethyl)benzoic acid (81% yield). 
 1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ ppm 1.11-1.21 (m, 3H), 2.07-2.38 (m, 4H), 2.41-2.46 
(m, 2H), 3.17-3.23 (m, 4H), 4.77-4.89 (m, 2H), 5.39-5.54 (m, 1H), 7.96 (d, J = 8.1 Hz, 
1H), 8.32 (s, 2H), 8.58 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.65 (s, 1H), 8.91 (s, 1H), 9.64 (s, 1H); MS 
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ESI/APCI Dual m/z 496 [M-H]- . 
 
4-{3-[1-(5-Ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-c]pyridin-6-
yl}-3,5-dimethylbenzoic acid (47j) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
47b from 45a and 3,5-dimethyl-4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzoic 
acid (30% yield).  
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.17-1.27 (m, 3H), 2.09 (s, 6H), 2.22-2.59 (m, 6H), 
3.14-3.33 (m, 2H), 4.93-5.29 (m, 3H), 7.82-7.95 (m, 3H), 8.17-8.32 (m, 2H), 9.25-9.33 
(m, 1H); MS ESI m/z 458 [M+H]+ , 456 [M-H]- . 
 
4-{3-[1-(5-Ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-c]pyridin-6-
yl}-2,6-dimethylbenzoic acid (47k) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
47b from 45a and 2,6-dimethyl-4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzoic 
acid (62% yield).  
 1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ ppm 1.16 (t, J = 7.6 Hz, 3H), 2.07-2.54 (m, 12H), 
3.11-3.30 (m, 2H), 4.75-4.90 (m, 2H), 5.36-5.52 (m, 1H), 7.90 (s, 2H), 8.32 (s, 2H), 8.61 
(s, 1H), 9.55 (s, 1H); MS ESI m/z 456 [M-H]- . 
 
N-Ethyl-4-{3-[1-(5-ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-
c]pyridin-6-yl}-3-fluorobenzamide (48a) 
 To a solution of 47a (50.0 mg, 0.112 mmol) in DMF (1.12 mL) were added 70% 
ethylamine aqueous solution (10.8 mg, 0.168 mmol), 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-
ethylcarbodiimide hydrochloride (EDCI·HCl) (32.2 mg, 0.168 mmol), 1,2,3-
benzotriazol-1-ol monohydrate (HOBt·H2O) (25.7 mg, 0.168 mmol) and triethylamine 
(34.0 mg, 0.335 mmol). After stirring at room temperature overnight, the reaction was 
quenched with water and extracted with CHCl3. The organic layer was separated, dried 
over anhydrous Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was purified by 
NH silica gel column chromatography (CHCl3). The resulting solid was dissolved in 
EtOAc under heating and hexanes were added to the mixture. The solution was stirred 
and allowed to cool to room temperature. The precipitated solid was collected by filtration 
to afford 48a as a colorless solid (87% yield). 
 Mp 239 ˚C (EtOAc/hexanes); 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ ppm 1.23 (t, J = 7.6 Hz, 
3H), 1.29 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 2.32-2.38 (m, 2H), 2.40-2.49 (m, 2H), 2.52 (q, J = 7.6 Hz, 
2H), 3.19-3.28 (m, 2H), 3.49-3.58 (m, 2H), 4.98-5.05 (m, 2H), 5.12-5.20 (m, 1H), 6.08-
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6.15 (m, 1H), 7.62-7.68 (m, 2H), 8.12-8.18 (m, 1H), 8.24 (s, 2H), 8.51 (s, 1H), 9.25 (s, 
1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 14.9, 15.6, 22.8, 31.7, 35.2, 43.3, 59.0, 114.8 
(d, J = 12.0 Hz), 115.5 (d, J = 26.6 Hz), 122.6, 125.3, 129.1, 129.7 (d, J = 12.4 Hz), 131.6, 
134.4, 136.7 (d, J = 6.0 Hz), 145.4, 150.7, 157.4, 160.3 (d, J = 250.2 Hz), 160.6, 165.8; 
HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C25H27FN8O 475.2365 [M+H]+ , found 475.2362. 
 
N-Ethyl-4-{3-[1-(5-ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-
c]pyridin-6-yl}-2,5-difluorobenzamide (48b) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
48a from 47b (57% yield). 
 Mp 235-236 ˚C (EtOAc/hexanes); 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ ppm 1.23 (t, J = 7.6 
Hz, 3H), 1.29 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 2.32-2.39 (m, 2H), 2.40-2.48 (m, 2H), 2.52 (q, J = 7.2 
Hz, 2H), 3.19-3.27 (m, 2H), 3.51-3.59 (m, 2H), 4.99-5.05 (m, 2H), 5.11-5.20 (m, 1H), 
6.75-6.84 (m, 1H), 7.92-8.02 (m, 2H), 8.24 (s, 2H), 8.60 (s, 1H), 9.22-9.25 (m, 1H); 13C 
NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 14.8, 15.6, 22.8, 31.7, 35.2, 43.3, 59.1, 115.2 (d, J = 12.0 
Hz), 118.2 (d, J = 33.0 Hz), 119.6 (d, J = 27.0 Hz), 122.3 (dd, J = 6.1, 15.1 Hz), 125.3, 
129.3, 131.1 (dd, J = 7.3, 14.1 Hz), 134.4, 144.1, 150.7, 156.5 (d, J = 243.2 Hz), 157.4, 
160.6, 161.7; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C25H26F2N8O 493.2270 [M+H]+ , 
found 493.2263. 
 
N-Ethyl-4-{3-[1-(5-ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-
c]pyridin-6-yl}-2,3-difluorobenzamide (48c) 
 To a solution of 47c (80.0 mg, 0.172 mmol) in DMF (2 mL) were added 70% ethylamine 
aqueous solution (16.6 mg, 0.258 mmol), 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-
ethylcarbodiimide hydrochloride (EDCI·HCl) (49.4 mg, 0.258 mmol), 1,2,3-
benzotriazol-1-ol monohydrate (HOBt·H2O) (39.5 mg, 0.258 mmol) and triethylamine 
(26.1 mg, 0.258 mmol). After stirring at room temperature overnight, the reaction was 
quenched with water and extracted with CHCl3. The organic layer was washed with water, 
separated and concentrated in vacuo. The residue was dissolved in 2-propanol under 
heating, and to the mixture were added hexanes. The resulting solution was stirred and 
allowed to cool to room temperature. The precipitate was collected by filtration to afford 
48c as a colorless crystalline solid (51.4 mg, 61% yield). 
 Mp 224-225 ˚ C (2-propanol/hexanes); 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.16-1.35 (m, 
6H), 2.29-2.59 (m, 6H), 3.16-3.31 (m, 2H), 3.51-3.65 (m, 2H), 4.95-5.09 (m, 2H), 5.11-
5.25 (m, 1H), 6.60-6.74 (m, 1H), 7.93-7.98 (m, 2H), 8.25 (s, 2H), 8.51 (t, J = 1.2 Hz, 1H), 
9.24-9.27 (m, 1H). 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 14.8, 15.6, 22.8, 31.7, 35.2, 43.3, 
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59.1, 114.9 (d, J = 12.0 Hz), 122.7 (d, J = 10.1 Hz), 125.3, 125.6, 125.8, 129.3, 131.4 (d, 
J = 8.8 Hz), 134.6, 144.5, 148.6 (dd, J = 17.1, 252.1 Hz), 149.5 (dd, J = 15.5, 250.2 Hz), 
150.6, 160.5, 162.0; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C25H26F2N8O 493.2270 
[M+H]+ , found 493.2253. 
 
N-Ethyl-4-{3-[1-(5-ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-
c]pyridin-6-yl}-3-methylbenzamide (48d) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
48a from 47d (75% yield). 
 Mp 179-180 ˚C (EtOAc/hexanes); 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ ppm 1.23 (t, J = 7.6 
Hz, 3H), 1.29 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 2.32-2.40 (m, 2H), 2.41-2.48 (m, 5H), 2.52 (q, J = 7.6 
Hz, 2H), 3.20-3.28 (m, 2H), 3.50-3.58 (m, 2H), 4.99-5.05 (m, 2H), 5.12-5.20 (m, 1H), 
6.11-6.18 (m, 1H), 7.51 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.65-7.68 (m, 1H), 7.75 (s, 1H), 8.04 (d, J = 
1.2 Hz, 1H), 8.24 (s, 2H), 9.23 (d, J = 1.2 Hz, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 
15.0, 15.6, 20.6, 22.8, 31.7, 35.0, 43.3, 59.0, 113.8, 124.4, 125.3, 128.7, 129.6, 130.4, 
133.9, 134.6, 136.7, 142.8, 150.4, 152.4, 157.3, 160.6, 167.2; HRMS ESI/APCI Dual m/z 
calcd for C26H30N8O 471.2615 [M+H]+ , found 471.2611. 
 
3-Chloro-N-ethyl-4-{3-[1-(5-ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-3H-
[1,2,3]triazolo[4,5-c]pyridin-6-yl}benzamide (48e) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
48c from 47e (57% yield). 
 Mp 197-198 ˚ C (2-propanol/hexanes); 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.16-1.35 (m, 
6H), 2.30-2.58 (m, 6H), 3.16-3.31 (m, 2H), 3.48-3.61 (m, 2H), 4.93-5.07 (m, 2H), 5.09-
5.24 (m, 1H), 6.16 (br s, 1H), 7.67-7.81 (m, 2H), 7.94 (s, 1H), 8.24 (s, 2H), 8.32 (d, J = 
1.2 Hz, 1H), 9.25 (d, J = 1.2 Hz, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 14.9, 15.6, 
22.8, 31.7, 35.2, 43.3, 59.1, 115.0, 125.3, 125.4, 129.0, 132.2, 132.9, 134.3, 136.1, 141.2, 
149.1, 150.1, 157.4, 160.6, 165.8; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C25H27ClN8O 
491.2069 [M+H]+ , found 491.2066. 
 
N-Ethyl-4-{3-[1-(5-ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-
c]pyridin-6-yl}-3-(trifluoromethyl)benzamide (48f) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
48c from 47f (19% yield). 
 Mp 104-106 ˚ C (2-propanol/hexanes); 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.18-1.37 (m, 
6H), 2.31-2.62 (m, 6H), 3.17-3.31 (m, 2H), 3.51-3.65 (m, 2H), 4.96-5.08 (m, 2H), 5.10-
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5.25 (m, 1H), 6.19 (br s, 1H), 7.63 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.99-8.13 (m, 2H), 8.21 (s, 1H), 
8.24 (s, 2H), 9.22 (s, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 14.9, 15.6, 22.8, 31.7, 
35.3, 43.3, 59.1, 114.0, 123.7 (q, J = 274.0 Hz), 125.3, 125.4, 129.0, 129.1, 130.1, 132.6, 
134.0, 135.1, 142.2, 150.0, 150.0, 157.3, 160.6, 165.7; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd 
for C26H27F3N8O 525.2333 [M+H]+ , found 525.2316. 
 
N-Ethyl-4-{3-[1-(5-ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-
c]pyridin-6-yl}-2-methylbenzamide (48g) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
48c from 47g (88% yield). 
 Mp 206-207 ˚ C (2-propanol/hexanes); 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.18-1.34 (m, 
6H), 2.27-2.58 (m, 9H), 3.15-3.30 (m, 2H), 3.47-3.58 (m, 2H), 4.94-5.06 (m, 2H), 5.07-
5.23 (m, 1H), 5.79-5.89 (m, 1H), 7.43-7.53 (m, 1H), 7.83-7.89 (m, 1H), 7.91-7.96 (m, 
1H), 8.24 (s, 2H), 8.30-8.34 (m, 1H), 9.18-9.24 (m, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ 
ppm 15.0, 15.6, 20.1, 22.8, 31.6, 34.8, 43.3, 59.0, 110.1, 124.4, 125.3, 127.4, 129.1, 129.6, 
134.3, 136.8, 136.9, 140.2, 150.5, 151.1, 157.3, 160.6, 169.7; HRMS ESI/APCI Dual m/z 
calcd for C26H30N8O 471.2615 [M+H]+ , found 471.2609. 
 
2-Chloro-N-ethyl-4-{3-[1-(5-ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-3H-
[1,2,3]triazolo[4,5-c]pyridin-6-yl}benzamide (48h) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
48c from 47h (58% yield). 
 Mp 242-245 ˚ C (2-propanol/hexanes); 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.17-1.34 (m, 
6H), 2.28-2.58 (m, 6H), 3.17-3.31 (m, 2H), 3.50-3.62 (m, 2H), 4.96-5.07 (m, 2H), 5.09-
5.23 (m, 1H), 6.29 (br s, 1H), 7.83 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.99 (dd, J = 8.2, 1.2 Hz, 1H), 
8.17 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 8.24 (s, 2H), 8.36 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 9.22 (d, J = 1.2 Hz, 1H); 
13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 14.8, 15.6, 22.8, 31.7, 35.2, 43.3, 59.1, 110.5, 125.3, 
128.7, 129.4, 130.8, 131.4, 134.5, 135.0, 141.9, 148.7, 151.0, 157.4, 160.6, 166.0; HRMS 
ESI/APCI Dual m/z calcd for C25H27ClN8O 491.2069 [M+H]+ , found 491.2054. 
 
N-Ethyl-4-{3-[1-(5-ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-
c]pyridin-6-yl}-2-(trifluoromethyl)benzamide (48i) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
48c from 47i (64% yield). 
 Mp 219-221 ˚ C (2-propanol/hexanes); 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.18-1.33 (m, 
6H), 2.30-2.58 (m, 6H), 3.17-3.31 (m, 2H), 3.48-3.59 (m, 2H), 4.96-5.07 (m, 2H), 5.08-
  
103 
 
5.24 (m, 1H), 5.76-5.86 (m, 1H), 7.68 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.20-8.29 (m, 3H), 8.40 (d, J 
= 1.2 Hz, 1H), 8.46 (s, 1H), 9.24 (d, J = 1.2 Hz, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 
14.6, 15.6, 22.8, 31.7, 35.2, 43.3, 59.1, 110.4, 123.7 (q, J = 273.3 Hz), 125.0, 125.0, 125.3, 
127.9 (q, J = 31.9 Hz), 129.4, 130.0, 134.6, 136.0, 140.4, 148.7, 151.0, 157.4, 160.6, 
167.5; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C26H27F3N8O 525.2333 [M+H]+ , found 
525.2329. 
 
N-Ethyl-4-{3-[1-(5-ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-
c]pyridin-6-yl}-3,5-dimethylbenzamide (48j) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
48c from 47j (69% yield). 
 Mp 109-113 ˚ C (2-propanol/hexanes); 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.15-1.35 (m, 
6H), 2.08 (s, 6H), 2.32-2.58 (m, 6H), 3.17-3.32 (m, 2H), 3.47-3.59 (m, 2H), 4.97-5.09 (m, 
2H), 5.10-5.25 (m, 1H), 6.07-6.16 (m, 1H), 7.54 (s, 2H), 7.86 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 8.24 (s, 
2H), 9.26 (d, J = 1.2 Hz, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 15.0, 15.6, 20.5, 22.8, 
31.7, 35.0, 43.3, 59.0, 114.0, 125.3, 126.2, 128.6, 134.4, 134.6, 136.9, 142.8, 150.4, 151.8, 
157.3, 160.6, 167.4; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C27H32N8O 485.2772 [M+H]+ , 
found 485.2756. 
 
N-Ethyl-4-{3-[1-(5-ethylpyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl]-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-
c]pyridin-6-yl}-2,6-dimethylbenzamide (48k) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
48c from 47k (34% yield). 
 Mp 110-112 ˚C (2-propanol/hexanes); 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ ppm 1.22 (t, J = 
7.6 Hz, 3H), 1.27 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 2.30-2.36 (m, 2H), 2.37-2.47 (m, 8H), 2.51 (q, J = 
7.2 Hz, 2H), 3.18-3.28 (m, 2H), 3.52-3.59 (m, 2H), 4.95-5.02 (m, 2H), 5.08-5.18 (m, 1H), 
5.66 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 7.69 (s, 2H), 8.23 (s, 2H), 8.29 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 9.18 (d, J = 
1.2 Hz, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 15.0, 15.6, 19.4, 22.7, 31.6, 34.5, 43.3, 
58.9, 110.0, 125.3, 126.2, 129.0, 134.1, 135.0, 138.2, 139.1, 150.8, 151.1, 157.3, 160.5, 
170.0; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C27H32N8O 485.2772 [M+H]+ , found 
485.2761. 
 
2,5-Difluoro-4-[3-(1-{[(propan-2-yl)oxy]carbonyl}piperidin-4-yl)-3H-
[1,2,3]triazolo[4,5-c]pyridin-6-yl]benzoic acid (49) 
 To a solution of 45b (825 mg, 2.24 mmol) in EtOH (20 mL) were added 2,5-difluoro-4-
(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzoic acid (679 mg, 3.36 mmol), 
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Pd(PPh3)4 (129 mg, 0.112 mmol) and 2 M Na2CO3 aqueous solution (2 mL). After stirring 
at 160 ˚C under microwave irradiation for 30 min, the reaction was diluted with EtOAc 
and the resulting precipitate was filtered. The solid was dissolved in 1 M KOH aqueous 
solution and the aqueous layer was washed with EtOAc. The aqueous layer was separated 
and acidified with concentrated HCl, and the precipitate was filtered to afford 49 as a gray 
solid (222 mg, 22% yield). 
 1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ ppm 1.23 (d, J = 6.2 Hz, 6H), 2.04-2.21 (m, 2H), 2.22-
2.33 (m, 2H), 3.04-3.20 (m, 2H), 4.12-4.26 (m, 2H), 4.83 (dt, J = 12.4, 6.3 Hz, 1H), 5.30-
5.44 (m, 1H), 7.80 (dd, J = 11.0, 6.1 Hz, 1H), 7.94 (dd, J = 11.0, 6.1 Hz, 1H), 8.54 (s, 
1H), 9.65 (s, 1H), 13.67 (br s, 1H); MS ESI m/z 444 [M-H]- . 
 
Propan-2-yl 4-{6-[4-(ethylcarbamoyl)-2,5-difluorophenyl]-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-
c]pyridin-3-yl}piperidine-1-carboxylate (50a) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
48c from 49 (66% yield). 
 Mp 183 ˚ C (2-propanol/hexanes); 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.24-1.37 (m, 9H), 
2.23-2.49 (m, 4H), 3.05-3.20 (m, 2H), 3.48-3.63 (m, 2H), 4.35-4.50 (m, 2H), 4.93-5.12 
(m, 2H), 6.83 (br s, 1H), 7.89-8.06 (m, 2H), 8.61 (s, 1H), 9.23 (d, J = 1.1 Hz, 1H); 13C 
NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 14.8, 22.3, 31.8, 35.2, 42.8, 58.3, 69.3, 115.2 (d, J = 12.1 
Hz), 118.3 (d, J = 30.0 Hz), 119.6 (d, J = 27.0 Hz), 122.4 (dd, J = 6.0, 15.1 Hz), 129.3, 
131.0 (dd, J = 9.0, 12.5 Hz), 134.2, 144.2, 150.7, 155.0, 156.5 (d, J = 245.5 Hz), 161.7; 
HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C23H26F2N6O3 473.2107 [M+H]+ , found 473.2093. 
 
Propan-2-yl 4-(6-{2,5-difluoro-4-[(propan-2-yl)carbamoyl]phenyl}-3H-
[1,2,3]triazolo[4,5-c]pyridin-3-yl)piperidine-1-carboxylate (50b) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
48c from 49 and propan-2-amine (40% yield). 
 Mp 197-198 ˚C (2-propanol/hexanes); 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.30 (d, J = 
6.1 Hz, 12H), 2.23-2.48 (m, 4H), 3.05-3.22 (m, 2H), 4.25-4.53 (m, 3H), 4.93-5.12 (m, 
2H), 6.57-6.71 (m, 1H), 7.89-8.05 (m, 2H), 8.61 (s, 1H), 9.24 (s, 1H); 13C NMR (151 
MHz, CDCl3) δ ppm 22.3, 22.8, 31.8, 42.3, 42.8, 58.3, 69.3, 115.2 (d, J = 15.1 Hz), 118.2 
(d, J = 30.0 Hz), 119.6 (d, J = 28.2 Hz), 122.6 (dd, J = 6.0, 15.0 Hz), 129.3, 131.0 (dd, J 
= 9.1, 15.5 Hz), 134.2, 144.2, 150.7, 155.0, 156.4 (d, J = 249.0 Hz), 156.5 (d, J = 246.3 
Hz), 160.9; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C24H28F2N6O3 487.2264 [M+H]+ , found 
487.2251. 
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Propan-2-yl 4-{6-[4-(azetidine-1-carbonyl)-2,5-difluorophenyl]-3H-
[1,2,3]triazolo[4,5-c]pyridin-3-yl}piperidine-1-carboxylate (50c) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
48c from 49 and azetidine (73% yield). 
 Mp 195-196 ˚C (2-propanol/hexanes); 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.30 (d, J = 
6.2 Hz, 6H), 2.22-2.50 (m, 6H), 3.05-3.20 (m, 2H), 4.13-4.30 (m, 4H), 4.35-4.51 (m, 2H), 
4.93-5.12 (m, 2H), 7.41 (dd, J = 10.5, 5.4 Hz, 1H), 7.92 (dd, J = 10.5, 5.4 Hz, 1H), 8.50-
8.60 (m, 1H), 9.23 (d, J = 1.2 Hz, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 15.8, 22.3, 
31.8, 42.8, 48.8, 51.1, 51.2, 58.3, 69.3, 115.0 (d, J = 12.0 Hz), 117.8 (d, J = 24.0 Hz), 
118.3 (d, J = 30.0 Hz), 123.4 (dd, J = 7.0, 20.0 Hz), 129.3, 130.2 (dd, J = 9.0, 15.1 Hz), 
134.3, 144.4, 150.6, 155.0, 155.1 (d, J = 247.2 Hz), 156.3 (d, J = 248.2 Hz), 164.7; HRMS 
ESI/APCI Dual m/z calcd for C24H26F2N6O3 485.2107 [M+H]+ , found 485.2093. 
 
Propan-2-yl 4-{6-[2,5-difluoro-4-(pyrrolidine-1-carbonyl)phenyl]-3H-
[1,2,3]triazolo[4,5-c]pyridin-3-yl}piperidine-1-carboxylate (50d) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
48c from 49 and pyrrolidine (75% yield). 
 Mp 147-148 ˚C (2-propanol/hexanes); 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.30 (d, J = 
6.2 Hz, 6H), 1.85-2.09 (m, 4H), 2.22-2.48 (m, 4H), 3.05-3.22 (m, 2H), 3.41 (t, J = 6.2 Hz, 
2H), 3.68 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 4.32-4.53 (m, 2H), 4.92-5.12 (m, 2H), 7.22-7.36 (m, 1H), 
7.92 (dd, J = 10.1, 6.1 Hz, 1H), 8.55 (s, 1H), 9.23 (d, J = 1.2 Hz, 1H); 13C NMR (151 
MHz, CDCl3) δ ppm 22.3, 24.5, 26.0, 31.8, 42.8, 46.1, 47.9, 58.2, 69.3, 114.8 (d, J = 15.0 
Hz), 116.8 (d, J = 27.0 Hz), 118.2 (d, J = 24.0 Hz), 126.8 (dd, J = 8.5, 16.0 Hz), 129.2, 
129.3 (dd, J = 9.2, 15.1 Hz), 134.2, 144.5, 150.7, 154.5 (d, J = 246.1 Hz), 155.0, 156.3 
(d, J = 249.3 Hz), 163.4; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C25H28F2N6O3 499.2264 
[M+H]+ , found 499.2258. 
 
N3-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-6-chloropyridine-3,4-diamine (52) 
To a solution of 6-chloropyridine-3,4-diamine (44.0 g, 0.306 mol) in 1,2-dichloroethane 
(306 mL) were added AcOH (306 mL) and 1-benzylpiperidin-4-one (69.5 g, 0.367 mol). 
The mixture was cooled to 0 ˚C and NaBH(OAc)3 (77.8 g, 0.367 mol) was added to the 
mixture. After stirring at room temperature for 1 h, the reaction was quenched with 10% 
NaOH aqueous solution and the resulting mixture was extracted with CHCl3. The organic 
layer was concentrated in vacuo. The residue was purified by NH silica gel column 
chromatography (EtOAc) and recrystallized with hexanes and EtOAc to afford 52 as a 
colorless solid (41.0 g, 42% yield). 
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1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ ppm 1.46-1.55 (m, 2H), 1.95-2.02 (m, 2H), 2.09-2.16 (m, 
2 H), 2.83-2.90 (m, 2H), 3.09-3.18 (m, 1H), 3.52 (s, 2H), 4.05-4.13 (m, 2H), 6.57 (s, 1H), 
7.25-7.34 (m, 5H), 7.64 (s, 1H); ESI/APCI Dual m/z 317[M+H]+, 315[M-H]-. 
 
3-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-6-chloro-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-c]pyridinev (53) 
The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
45a from 52 (79% yield). 
1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ ppm 2.18-2.25 (m, 2H), 2.27-2.35 (m, 2H), 2.43-2.53 (m, 
2H), 3.10-3.17 (m, 2H), 3.63 (s, 2H), 4.79-4.86 (m, 1 H), 7.27-7.39 (m, 5H), 7.99 (d, J = 
1.2 Hz, 1H), 8.97 (d, J = 1.2 Hz, 1H); MS ESI m/z 328[M+H]+. 
 
6-Chloro-3-(piperidin-4-yl)-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-c]pyridine (54) 
 To a solution of 53 (2.70 g, 8.24 mmol) in CHCl3 (25.0 mL) was added 1-chloroethyl 
chloroformate (1.50g, 10.5 mmol) and the mixture was stirred at 60 ˚C for 1 h. The 
reaction was quenched with saturated aqueous NaHCO3 solution and extracted with 
CHCl3. The organic layer was concentrated in vacuo and the residue was purified by NH 
silica gel column chromatography (0-50% MeOH in CHCl3). The resulting product was 
dissolved in MeOH and stirred at 60 ˚C for 1 h. After the mixture was concentrated under 
reduced pressure, the residue was dissolved in CHCl3. The organic layer was washed with 
saturated aqueous NaHCO3 solution, dried over Na2SO4, filtrated, and concentrated in 
vacuo to afford 54 as a yellow solid (1.20 g, 61% yield). 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ ppm 2.03-2.16 (m, 4H), 2.65-2.78 (m, 2H), 3.07-3.19 
(m, 2H), 5.06-5.24 (m, 1H), 8.27 (d, J = 1.1 Hz, 1H), 9.38 (d, J = 1.1 Hz, 1H). 
 
Propan-2-yl 4-(6-chloro-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-c]pyridin-3-yl)piperidine-1-
carboxylate (55) 
 
To a suspension of 54 (1.00 g, 4.21 mmol) in CHCl3 (42.1 mL) were added Et3N (851 mg, 
8.41 mmol) and isopropyl chloroformate (773 mg, 6.31 mmol) at 0 ˚C. After stirring at 
room temperature for 3 h, the reaction mixture was quenched with water and extracted 
with CHCl3. The organic layer was dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and 
concentrated in vacuo. The residue was purified by silica gel column chromatography 
(20-50% EtOAc in hexanes) to afford 55 a pale yellow solid (1.09 g, 80% yield). 
1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ ppm 1.30 (d, J = 6.6 Hz, 6H), 2.20-2.30 (m, 2H), 2.30-
2.40 (m, 2H), 3.05-3.19 (m, 2H), 4.32-4.53 (m, 2H), 4.92-5.05 (m, 2H), 8.01 (d, J = 1.2 
Hz, 1H), 8.94 (d, J = 0.8 Hz, 1H); MS ESI m/z 324 [M+H]+. 
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2,5-Difluoro-4-[3-(1-{[(propan-2-yl)oxy]carbonyl}piperidin-4-yl)-3H-
[1,2,3]triazolo[4,5-c]pyridin-6-yl]benzoic acid (49) 
To a solution of 55 (1.00 g, 3.09 mmol) in EtOH (15.4 mL) were added 2,5-difluoro-4-
(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzoic acid (1.14 g, 4.01 mmol), 
Pd(PPh3)4 (178 mg, 0.154 mmol) and 1 M Na2CO3 aqueous solution (6.18 mL). After 
stirring at 120 ˚C under microwave irradiation for 30 min, the reaction was diluted with 
EtOAc and 1 M KOH was added to the mixture. The aqueous layer was separated and 
washed with EtOAc. The aqueous layer was neutralized with saturated NH4Cl aqueous 
solution and extracted with EtOAc. The organic phase was dried over Na2SO4 and 
concentrated under reduced pressure. The residue was solidified with Hexane- EtOAc and 
the resulting solid was collected by filtration and dried in vacuo to afford 49 as a pale 
yellow solid (410 mg, 30% yield). 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ ppm 1.23 (d, J = 6.2 Hz, 6H), 1.88-2.12 (m, 4H), 
2.97-3.19 (m, 2H), 4.08-4.25 (m, 2H), 4.76-4.89 (m, 1H), 5.06-5.22 (m, 1H), 7.77 (dd, J 
= 11.7, 6.4 Hz, 1H), 7.95 (dd, J = 11.7, 6.4 Hz, 1H), 8.32 (s, 1H), 8.36 (s, 1H), 9.43 (s, 
1H); MS ESI m/z 443 [M-H]- .   
 
tert-Butyl 1-(hydroxymethyl)-6-azaspiro[2.5]octane-6-carboxylate (62) 
 To a solution of 6-tert-butyl 1-ethyl 6-azaspiro[2.5]octane-1,6-dicarboxylate (2.0 g, 7.1 
mmol) in tetrahydrofuran (THF) (70 mL) was added diisobutylaluminum hydride 
(DIBAL) (1.0 M in toluene, 20 mL, 20 mmol) under ice cooling. After stirring under ice 
cooling for 1 h, the reaction was quenched with water (1.4 mL). To the mixture were 
added 2.5 M NaOH aqueous solution (1.4 mL) and water (4.3 mL), and the mixture was 
stirred at room temperature overnight. The mixture was filtered through a pad of Celite®, 
and the filtrate was concentrated under reduced pressure. The residue was purified by 
silica gel column chromatography (30-60% EtOAc in hexanes) to afford 62 as a colorless 
oil (1.8 g, quantitative yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 0.25 (t, J = 4.7 Hz, 1H), 0.58 (dd, J = 8.6, 4.7 Hz, 
1H), 0.92-1.05 (m, 1H), 1.12-1.73 (m, 13H), 3.21-3.37 (m, 2H), 3.49-3.80 (m, 4H); MS 
ESI/APCI Dual m/z 264 [M+Na]+. 
 
tert-Butyl 1-formyl-6-azaspiro[2.5]octane-6-carboxylate (63) 
 To a solution of 62 (40 mg, 0.17 mmol) in CHCl3 (1.7 mL) was added Dess-Martin 
periodinane (91 mg, 0.22 mmol). After stirring at room temperature for 2 h, the reaction 
mixture was quenched with saturated aqueous Na2SO3 and NaHCO3 solution and 
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extracted with CHCl3. The organic layer was dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and 
concentrated in vacuo. The residue was purified by silica gel column chromatography 
(20-50% EtOAc in hexanes) to afford 63 as a colorless oil (37 mg, 93% yield). 
 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ ppm 1.13 (dd, J = 7.8, 4.5 Hz, 1H), 1.42-1.51 (m, 12H), 
1.64-1.75 (m, 2H), 1.80-1.85 (m, 1H), 3.24-3.31 (m, 1H), 3.41-3.55 (m, 3H), 7.26 (s, 
1H); MS ESI/APCI Dual m/z 262 [M+Na]+. 
 
tert-Butyl 1-[2-methoxyethenyl]-6-azaspiro[2.5]octane-6-carboxylate (64) 
 To a solution of MeOCH2P+Ph3Cl- (689 mg, 2.01 mmol) in toluene (5.15 mL) was added 
t-BuOK (226 mg, 2.01 mmol) and the mixture was stirred at room temperature for 1 h. 
To the mixture was added a solution of 63 (370 mg, 1.55 mmol) in toluene (3.09 mL) 
under ice cooling, and the mixture was stirred at room temperature for 2 h. The reaction 
was quenched with saturated aqueous NH4Cl solution under ice cooling and the resulting 
mixture was extracted with EtOAc. The organic layer was dried over anhydrous Na2SO4, 
filtered, and concentrated in vacuo. The residue was purified by silica gel column 
chromatography (10-20% EtOAc in hexanes) to afford 64 as a colorless oil (257 mg, 62% 
yield, a mixture of cis/trans isomers). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 0.28-0.36 (m, 1H), 0.59-0.68 (m, 0.5H), 0.71-0.78 
(m, 0.5H), 1.15-1.62 (m, 14H), 3.31-3.48 (m, 4H), 3.50 (s, 1.5H), 3.62 (s, 1.5H), 4.03-
4.11 (m, 0.5H), 4.58-4.68 (m, 0.5H), 5.95-6.00 (m, 0.5H), 6.31-6.39 (m, 0.5H); MS 
ESI/APCI Dual m/z 290 [M+Na]+. 
 
tert-Butyl 1-(2-oxoethyl)-6-azaspiro[2.5]octane-6-carboxylate (65) 
 To a solution of 64 (200 mg, 0.748 mmol) in CH3CN (7.48 mL) were added water (1.87 
mL) and trifluoroacetic acid (TFA) (0.256 g, 2.24 mmol) and the mixture was stirred at 
room temperature for 7 h. The reaction was quenched with saturated aqueous NaHCO3 
solution under ice cooling and organic solvent was removed in vacuo. The aqueous 
residue was extracted with CHCl3. The organic layer was dried over anhydrous Na2SO4, 
filtered, and concentrated in vacuo. The residue was purified by silica gel column 
chromatography (20-50% EtOAc in hexanes) to afford 65 as a colorless oil (110 mg, 58% 
yield). 
 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ ppm 0.16 (t, J = 5.0 Hz, 1H), 0.65-0.69 (m, 1H), 0.91-
0.97 (m, 1H), 1.16-1.22 (m, 1H), 1.25-1.32 (m, 1H), 1.46 (s, 9H), 1.49-1.57 (m, 2H), 
2.36-2.43 (m, 1H), 2.47-2.54 (m, 1H), 3.21-3.29 (m, 2H), 3.54-3.70 (m, 2H), 9.82 (br s, 
1H); MS ESI/APCI Dual m/z 276 [M+Na]+. 
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tert-Butyl 1-(2-hydroxyethyl)-6-azaspiro[2.5]octane-6-carboxylate (66) 
 To a solution of 65 (100 mg, 0.395 mmol) in MeOH (1.97 mL) was added NaBH4 (17.9 
mg, 0.474 mmol). After stirring at room temperature for 1 h, the mixture was concentrated 
in vacuo. The residue was purified by silica gel column chromatography (40-60% EtOAc 
in hexanes) to afford 66 as a colorless oil (74.0 mg, 73% yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 0.04-0.12 (m, 1H), 0.47-0.56 (m, 1H), 0.57-0.71 (m, 
1H), 1.06-1.18 (m, 1H), 1.20-1.66 (m, 13H), 1.70-1.87 (m, 1H), 3.16-3.30 (m, 2H), 3.51-
3.79 (m, 4H); MS ESI/APCI Dual m/z 278 [M+Na]+. 
 
tert-Butyl 1-{2-[4-(methanesulfonyl)phenoxy]ethyl}-6-azaspiro[2.5]octane-6-
carboxylate (67) 
 To a solution of 66 (74 mg, 0.29 mmol) in THF (2.9 mL) were added 4-
(methanesulfonyl)phenol (75 mg, 0.43 mmol), N,N,N’,N’-tetramethylazodicarboxamide 
(TMAD) (75 mg, 0.43 mmol) and tributylphosphine (88 mg, 0.43 mmol). After stirring 
at 60 ˚C for 2 h, the reaction was quenched with water and the resulting mixture was 
extracted with EtOAc. The organic layer was dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and 
concentrated in vacuo. The residue was purified by silica gel column chromatography 
(30-50% EtOAc in hexanes) to afford 67 as a colorless solid (95 mg, 80% yield). 
 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ ppm 0.12 (t, J = 5.0 Hz, 1H), 0.56 (dd, J = 8.7, 4.5 Hz, 
1H), 0.72-0.79 (m, 1H), 1.09-1.16 (m, 1H), 1.30-1.37 (m, 1H), 1.47 (s, 9H), 1.49-1.56 
(m, 1H), 1.59-1.73 (m, 2H), 1.96-2.05 (m, 1H), 3.01-3.05 (m, 3H), 3.19-3.26 (m, 2H), 
3.59-3.74 (m, 2H), 4.06-4.13 (m, 2H), 7.00-7.04 (m, 2H), 7.84-7.89 (m, 2H); 13C NMR 
(151 MHz, CDCl3) δ ppm 17.1, 20.2, 21.6, 28.5, 30.4, 36.8, 43.5 (br), 44.9, 68.7, 79.4, 
115.0, 129.6, 132.2, 155.0, 163.2; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C21H31NO5S 
410.1996 [M+H]+ , found 410.1981. 
 
tert-Butyl 1-(iodomethyl)-6-azaspiro[2.5]octane-6-carboxylate (68) 
 Under argon atmosphere, to a solution of PPh3 (936 mg, 3.57 mmol) in CHCl3 (27.0 mL) 
were added imidazole (423 mg, 6.21 mmol) and I2 (867 mg, 3.41 mmol) under ice cooling. 
After the mixture being stirred at 0 ˚C for 20 min, a solution of 62 (749 g, 3.10 mmol) in 
CHCl3 (9.00 mL) was added to the mixture. The mixture was allowed to warm to room 
temperature and was stirred for 3 h. The reaction mixture was diluted with CHCl3 and 
washed with saturated aqueous Na2S2O3 solution and then washed with brine. The organic 
layer was dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue 
was purified by silica gel column chromatography (5-10% EtOAc in hexanes) to afford 
68 as a colorless oil (950 mg, 87% yield). 
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 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 0.23 (t, J = 4.8 Hz, 1H), 0.74 (dd, J = 8.4, 4.8 Hz, 
1H), 1.12-1.41 (m, 3H), 1.43-1.59 (m, 10H), 1.64-1.79 (m, 1H), 3.07-3.43 (m, 4H), 3.51-
3.81 (m, 2H); MS ESI/APCI Dual m/z 374 [M+Na]+. 
 
tert-Butyl 1-(3-tert-butoxy-3-oxopropyl)-6-azaspiro[2.5]octane-6-carboxylate (69) 
 Under argon atmosphere, to a solution of diisopropylamine (1.5 mL, 11 mmol) in THF 
(27 mL) was added n-BuLi (2.76 M in hexane, 3.9 mL, 11 mmol) under ice cooling. After 
being stirred at 0 ˚C for 30 min, the mixture was cooled to -78 ˚C and t-BuOAc (1.5 mL, 
11 mmol) was added to the mixture. After the mixture being stirred at -78 ˚C for 30 min, 
a solution of 68 (0.95 g, 2.7 mmol) in THF (14 mL) and N,N’-dimethylpropyleneurea 
(DMPU) (1.3 mL) were added to the mixture and the mixture was stirred at -78 ˚C for 1 
h. The reaction was quenched with saturated aqueous NH4Cl solution and the resulting 
mixture was extracted with EtOAc. The organic layer was dried over anhydrous Na2SO4, 
filtered, and concentrated in vacuo. The residue was purified by silica gel column 
chromatography (4-10% EtOAc in hexanes) to afford 69 (0.77 g, 84% yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 0.01-0.07 (m, 1H), 0.44-0.51 (m, 1H), 0.53-0.67 (m, 
1H), 1.05-1.85 (m, 24H), 2.23-2.37 (m, 2H), 3.18-3.30 (m, 2H), 3.49-3.70 (m, 2H); MS 
ESI/APCI Dual m/z 340 [M+H]+, 362 [M+Na]+. 
 
tert-Butyl 1-(3-hydroxypropyl)-6-azaspiro[2.5]octane-6-carboxylate (70) 
 To a solution of 69 (770 mg, 2.27 mmol) in THF (23.0 mL) was added LiBH4 (137 mg, 
5.67 mmol) and the mixture was stirred at 60 ˚C overnight. The reaction was quenched 
with saturated aqueous NH4Cl solution and the resulting mixture was extracted with 
EtOAc. The organic layer was washed with brine, dried over anhydrous Na2SO4, filtered, 
and concentrated in vacuo. The residue was purified by silica gel column chromatography 
(4-65% EtOAc in hexanes) to afford 70 as a colorless oil (203 mg, 28% yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm -0.02-0.04 (m, 1H), 0.43-0.52 (m, 1H), 0.53-0.64 (m, 
1H), 1.04-1.17 (m, 1H), 1.18-1.36 (m, 3H), 1.39-1.77 (m, 13H), 3.14-3.31 (m, 2H), 3.48-
3.76 (m, 4H); MS ESI/APCI Dual m/z 292 [M+Na]+. 
 
tert-Butyl 1-{3-[4-(methanesulfonyl)phenoxy]propyl}-6-azaspiro[2.5]octane-6-
carboxylate (58) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
67 from 70 (96% yield). 
 Colorless oil; 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 0.01-0.06 (m, 1H), 0.46-0.55 (m, 1H), 
0.56-0.68 (m, 1H), 1.05-1.18 (m, 1H), 1.21-1.73 (m, 14H), 1.86-2.00 (m, 2H), 3.03 (s, 
  
111 
 
3H), 3.16-3.28 (m, 2H), 3.55-3.71 (m, 2H), 4.06 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 6.96-7.04 (m, 2H), 
7.83-7.89 (m, 2H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 17.4, 21.7, 23.2, 25.3, 28.6, 29.5, 
30.3, 36.9, 43.5 (br), 44.9, 68.2, 79.3, 115.0, 129.6, 132.2, 155.1, 163.3; HRMS ESI/APCI 
Dual m/z calcd for C22H33NO5S 424.2152 [M+H]+ , found 424.2144. 
 
tert-Butyl 2-(2-ethoxy-2-oxoethylidene)-7-azaspiro[3.5]nonane-7-carboxylate (73) 
 To a solution of (EtO)2POCH2CO2Et (0.822 mL, 4.11 mmol) in N,N-dimethylformamide 
(DMF) (10.0 mL) was added NaH (60% in oil, 164 mg, 4.11 mmol) under ice cooling. 
After the mixture being stirred for 30 min, a solution of tert-butyl 2-oxo-7-
azaspiro[3.5]nonane-7-carboxylate (71) (655 mg, 2.74 mmol) in DMF (4.00 mL) was 
added to the mixture and the mixture was allowed to warm to room temperature. After 
stirring at room temperature for 3 h, the reaction mixture was quenched with saturated 
aqueous NH4Cl solution and extracted with EtOAc. The organic layer was washed with 
water and brine, dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The 
residue was purified by silica gel column chromatography (9-15% EtOAc in hexanes) to 
afford 73 as a colorless oil (800 mg, 94% yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.27 (t, J = 7.0 Hz, 3H), 1.46 (s, 9H), 1.52-1.62 (m, 
4H), 2.55-2.61 (m, 2H), 2.85-2.92 (m, 2H), 3.25-3.44 (m, 4H), 4.15 (q, J = 7.0 Hz, 2H), 
5.67-5.73 (m, 1H); MS ESI/APCI Dual m/z 332 [M+Na]+. 
 
tert-Butyl 2-(2-ethoxy-2-oxoethyl)-7-azaspiro[3.5]nonane-7-carboxylate (75) 
 To a solution of 73 (797 mg, 2.58 mmol) in EtOH (13.0 mL) was added Pd(OH)2 (20% 
on carbon, 199 mg), and the mixture was stirred under hydrogen atmosphere at room 
temperature overnight. The mixture was filtered through a pad of Celite® and the filtrate 
was concentrated under reduced pressure to afford 75 as a colorless oil (730 mg, 91% 
yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.25 (t, J = 7.0 Hz, 3H), 1.37-1.68 (m, 15H), 1.98-
2.09 (m, 2H), 2.41 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 2.57-2.72 (m, 1H), 3.19-3.39 (m, 4H), 4.11 (q, J 
= 7.0 Hz, 2H); MS ESI/APCI Dual m/z 334 [M+Na]+. 
 
tert-Butyl 2-(2-hydroxyethyl)-7-azaspiro[3.5]nonane-7-carboxylate (77) 
 To a solution of 75 (732 mg, 2.35 mmol) in THF (12.0 mL) was added LiBH4 (174 mg, 
8.88 mmol) and the mixture was stirred under reflux for 5 h. The reaction was quenched 
with water under ice cooling and the resulting mixture was extracted with EtOAc. The 
organic layer was washed with brine, dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and 
concentrated in vacuo to afford 77 as a colorlessoil (580 mg, 92% yield). 
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 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.35-1.49 (m, 13H), 1.51-1.62 (m, 2H), 1.63-1.74 
(m, 2H), 1.94-2.03 (m, 2H), 2.25-2.43 (m, 1H), 3.20-3.38 (m, 4H), 3.52-3.64 (m, 2H); 
MS ESI/APCI Dual m/z 292 [M+Na]+. 
 
tert-Butyl 2-{2-[4-(methanesulfonyl)phenoxy]ethyl}-7-azaspiro[3.5]nonane-7-
carboxylate (79) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
67 from 77 (57% yield). 
 Colorless solid; 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.40-1.62 (m, 15H), 1.85-2.09 (m, 
4H), 2.36-2.52 (m, 1H), 3.03 (s, 3H), 3.22-3.40 (m, 4H), 3.97 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 6.95-
7.03 (m, 2H), 7.82-7.90 (m, 2H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 25.9, 28.5, 34.5, 
36.3, 36.8, 37.9, 39.7, 40.7 (br), 44.9, 66.9, 79.3, 114.9, 129.6, 132.2, 155.0, 163.2; 
HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C22H33NO5S 424.2152 [M+H]+ , found 424.2144. 
 
tert-Butyl 9-(2-ethoxy-2-oxoethylidene)-3-azaspiro[5.5]undecane-3-carboxylate (74) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
73 from tert-butyl 9-oxo-3-azaspiro[5.5]undecane-3-carboxylate (72) (77% yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.27 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 1.41-1.59 (m, 17H), 2.17-
2.27 (m, 2H), 2.79-2.90 (m, 2H), 3.34-3.45 (m, 4H), 4.14 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 5.63 (s, 
1H); MS ESI/APCI Dual m/z 360 [M+Na]+. 
 
tert-Butyl 9-(2-ethoxy-2-oxoethyl)-3-azaspiro[5.5]undecane-3-carboxylate (76) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
75 from 74 (92% yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.06-1.74 (m, 25H), 2.20 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 3.30-
3.41 (m, 4H), 4.12 (q, J = 7.0 Hz, 2H); MS ESI/APCI Dual m/z 362 [M+Na]+. 
 
tert-Butyl 9-(2-hydroxyethyl)-3-azaspiro[5.5]undecane-3-carboxylate (78) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
77 from 76 (quantitative yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 0.77-1.72 (m, 24H), 3.29-3.39 (m, 4H), 3.69 (t, J = 
6.7 Hz, 2H); MS ESI/APCI Dual m/z 320 [M+Na]+. 
 
tert-Butyl 9-{2-[4-(methanesulfonyl)phenoxy]ethyl}-3-azaspiro[5.5]undecane-3-
carboxylate (80) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
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67 from 78 (64% yield). 
 Colorless amorphous; 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.01-1.36 (m, 6H), 1.40-
1.80 (m, 18H), 3.03 (s, 3H), 3.29-3.44 (m, 4H), 4.02-4.11 (m, 2H), 6.98-7.04 (m, 2H), 
7.81-7.90 (m, 2H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 27.9, 28.5, 31.0, 31.7 (br), 34.8, 
35.6, 36.0, 40.1 (br), 44.9, 66.6, 79.2, 115.0, 129.6, 132.1, 155.1, 163.3; HRMS 
ESI/APCI Dual m/z calcd for C24H37NO5S 452.2465 [M+H]+ , found 452.2455. 
 
tert-Butyl 2-(methoxymethylidene)-7-azaspiro[3.5]nonane-7-carboxylate (81) 
 Under argon atmosphere, to a suspension of MeOCH2P+Ph3Cl- (32.0 g, 93.4 mmol) in 
toluene (200 mL) was added t-BuOK (10.5 g, 93.4 mmol) and the mixture was stirred at 
room temperature for 20 min. To this mixture was added a solution of tert-butyl 2-oxo-7-
azaspiro[3.5]nonane-7-carboxylate (71) (17.2 g, 71.9 mmol) in toluene (160 mL), and the 
mixture was stirred at 70 ˚C for 4 h. The reaction was quenched with saturated aqueous 
NH4Cl solution under ice cooling and the resulting mixture was extracted with EtOAc. 
The organic layer was dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. 
The residue was purified by silica gel column chromatography (5-20% EtOAc in hexanes) 
to afford 81 as a pale yellow oil (12.8 g, 67% yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.45 (s, 9H), 1.52-1.59 (m, 4H), 2.29-2.47 (m, 4H), 
3.26-3.37 (m, 4H), 3.53-3.57 (m, 3H), 5.80-5.87 (m, 1H); MS ESI/APCI Dual m/z 290 
[M+Na]+. 
 
tert-Butyl 2-[(1E)-3-ethoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl]-7-azaspiro[3.5]nonane-7-
carboxylate (83) 
 To a solution of 81 (12.8 g, 47.9 mmol) in CH3CN (456 mL) were added water (114 mL) 
and trifluoroacetic acid (TFA) (4.00 mL) and the mixture was stirred at room temperature 
for 1 h. The reaction was quenched with saturated aqueous NaHCO3 solution under ice 
cooling and organic solvent was removed in vacuo. The resulting aqueous residue was 
extracted with EtOAc. The organic layer was washed with brine, dried over anhydrous 
Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo to afford tert-butyl 2-formyl-7-
azaspiro[3.5]nonane-7-carboxylate. 
 To a solution of (EtO)2POCH2CO2Et (11.0 mL, 57.5 mmol) in DMF (60.0 mL) and THF 
(60.0 mL) was added NaH (60% in oil, 2.30 g, 57.5 mmol) under ice cooling. After the 
mixture being stirred for 20 min, a solution of tert-butyl 2-formyl-7-azaspiro[3.5]nonane-
7-carboxylate in DMF (60.0 mL) and THF (60.0 mL) was added to the mixture and the 
mixture was allowed to warm to room temperature. After stirring at room temperature for 
3 h, the reaction mixture was quenched with saturated aqueous NH4Cl solution under ice 
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cooling and extracted with EtOAc. The organic layer was washed with water and brine, 
dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was 
purified by silica gel column chromatography (5-20% EtOAc in hexanes) to afford 83 as 
a colorless oil (13.6 g, 87% yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.29 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 1.45 (s, 9H), 1.53-1.78 (m, 
4H), 2.01-2.16 (m, 4H), 2.98-3.14 (m, 1H), 3.23-3.40 (m, 4H), 4.19 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 
5.74 (dd, J = 15.5, 1.6 Hz, 1H), 7.05 (dd, J = 15.5, 6.7 Hz, 1H); MS ESI/APCI Dual m/z 
346 [M+Na]+. 
 
tert-Butyl 2-(3-ethoxy-3-oxopropyl)-7-azaspiro[3.5]nonane-7-carboxylate (85) 
 To a solution of 83 (13.6 g, 41.9 mmol) in EtOH (420 mL) was added Pd(OH)2 (20% on 
carbon, 2.72 g), and the mixture was stirred under hydrogen atmosphere at room 
temperature overnight. The mixture was filtered through a pad of Celite®, and the filtrate 
was concentrated under reduced pressure. The residue was purified by silica gel column 
chromatography (5-30% EtOAc in hexanes) to afford 85 as a yellow solid (13.3 g, 97% 
yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.25 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 1.32-1.61 (m, 15H), 1.67-
1.78 (m, 2H), 1.88-2.00 (m, 2H), 2.13-2.28 (m, 3H), 3.19-3.38 (m, 4H), 4.12 (q, J = 7.1 
Hz, 2H); MS ESI/APCI Dual m/z 348 [M+Na]+. 
 
tert-Butyl 2-(3-hydroxypropyl)-7-azaspiro[3.5]nonane-7-carboxylate (87) 
 To a solution of 85 (10.4 g, 31.8 mmol) in THF (160 mL) was added DIBAL (1.0 M in 
toluene, 80.0 mL, 80.0 mmol) under ice cooling and the mixture was stirred at the same 
temperature for 1 h. The reaction was quenched with saturated aqueous citric acid solution 
and extracted with EtOAc. The organic layer was washed with saturated aqueous citric 
acid solution, 1 M HCl aqueous solution and brine, and then dried over anhydrous Na2SO4, 
filtered, and concentrated in vacuo. The residue was purified by silica gel column 
chromatography (40-70% EtOAc in hexanes) to afford 87 as a colorless oil (6.64 g, 74% 
yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.31-1.60 (m, 19H), 1.89-2.00 (m, 2H), 2.10-2.31 
(m, 1H), 3.19-3.39 (m, 4H), 3.56-3.68 (m, 2H); MS ESI/APCI Dual m/z 306 [M+Na]+. 
 
tert-Butyl 2-{3-[4-(methanesulfonyl)phenoxy]propyl}-7-azaspiro[3.5]nonane-7-
carboxylate (59a) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
67 from 87 (85% yield). 
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 Colorless solid (mp 154-155 ˚C); 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.34-1.49 (m, 
13H), 1.51-1.63 (m, 5H), 1.64-1.80 (m, 2H), 1.90-2.04 (m, 2H), 2.16-2.35 (m, 1H), 3.03 
(s, 3H), 3.21-3.40 (m, 4H), 4.00 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 6.95-7.03 (m, 2H), 7.82-7.91 (m, 2H); 
13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 26.9, 28.5, 28.6, 34.0, 36.5, 38.0, 39.7, 41.0 (br), 
44.9, 68.5, 79.2, 114.9, 129.6, 132.1, 155.0, 163.3; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for 
C23H35NO5S 438.2309 [M+H]+ , found 438.2297. 
 
tert-Butyl 2-{3-[2-fluoro-4-(methanesulfonyl)phenoxy]propyl}-7-
azaspiro[3.5]nonane-7-carboxylate (59b) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
67 from 87 and 2-fluoro-4-(methanesulfonyl)phenol (51% yield). 
 Colorless solid; 1H NMR (200 MHz, CDCl3) δ ppm 1.24-1.67 (m, 17H), 1.69-1.86 (m, 
2H), 1.90-2.07 (m, 2H), 2.14-2.38 (m, 1H), 3.04 (s, 3H), 3.20-3.41 (m, 4H), 4.08 (t, J = 
6.4 Hz, 2H), 6.98-7.13 (m, 1H), 7.57-7.74 (m, 2H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 
26.7, 28.5, 33.9, 34.0, 36.4, 37.9, 39.7, 41.0 (br), 44.7, 69.6, 79.2, 114.0, 115.6 (d, J = 
21.0 Hz), 124.6 (d, J = 5.9 Hz), 132.3, 151.9 (d, J = 252.0 Hz), 151.8 (d, J = 12.0 Hz), 
155.0; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C23H34FNO5S 456.2214 [M+H]+ , found 
456.2199. 
 
tert-Butyl 2-{3-[3-fluoro-4-(methanesulfonyl)phenoxy]propyl}-7-
azaspiro[3.5]nonane-7-carboxylate (59c) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
67 from 87 and 3-fluoro-4-(methanesulfonyl)phenol (86% yield). 
 Colorless solid; 1H NMR (200 MHz, CDCl3) δ ppm 1.26-1.64 (m, 17H), 1.64-1.84 (m, 
2H), 1.90-2.05 (m, 2H), 2.12-2.38 (m, 1H), 3.18 (s, 3H), 3.21-3.40 (m, 4H), 3.99 (t, J = 
6.2 Hz, 2H), 6.64-6.85 (m, 2H), 7.76-7.94 (m, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 
26.8, 28.5, 34.0, 34.0, 36.5, 38.0, 39.7, 40.9 (br), 44.2, 69.0, 79.3, 103.3 (d, J = 27.0 
Hz), 110.6, 120.2, 131.0, 155.1, 160.8 (d, J = 252.0 Hz), 165.2; HRMS ESI/APCI Dual 
m/z calcd for C23H34FNO5S 456.2214 [M+H]+ , found 456.2203. 
 
tert-Butyl 9-(methoxymethylidene)-3-azaspiro[5.5]undecane-3-carboxylate (82) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
81 from tert-butyl 9-oxo-3-azaspiro[5.5]undecane-3-carboxylate (72) (44% yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.36-1.44 (m, 8H), 1.45 (s, 9H), 1.90-1.99 (m, 2H), 
2.12-2.23 (m, 2H), 3.34-3.42 (m, 4H), 3.53 (s, 3H), 5.77 (t, J = 1.2 Hz, 1H); MS ESI/APCI 
Dual m/z 318 [M+Na]+. 
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tert-Butyl 9-(-3-ethoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-3-azaspiro[5.5]undecane-3-
carboxylate (84) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
83 from 82 (82% yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.06-1.80 (m, 24H), 2.06-2.23 (m, 1H), 3.28-3.44 
(m, 4H), 4.19 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 5.74-5.82 (m, 1H), 6.86-6.98 (m, 1H); MS ESI/APCI 
Dual m/z 374 [M+Na]+. 
 
tert-Butyl 9-(3-ethoxy-3-oxopropyl)-3-azaspiro[5.5]undecane-3-carboxylate (86) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
85 from 84 (90% yield).  
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 0.99-1.82 (m, 27H), 2.23-2.38 (m, 2H), 3.27-3.42 
(m, 4H), 4.12 (q, J = 7.2 Hz, 2H); MS ESI/APCI Dual m/z 376 [M+Na]+. 
 
tert-Butyl 9-(3-hydroxypropyl)-3-azaspiro[5.5]undecane-3-carboxylate (88) 
 To a solution of 86 (470 mg, 1.33 mmol) in THF (7.00 mL) and toluene (7.00 mL) was 
added LiBH4 (87.0 mg, 3.99 mmol) and the mixture was stirred at 60 ˚C for 16 h. The 
reaction was quenched with saturated aqueous NH4Cl solution and the mixture was 
extracted with EtOAc. The organic layer was washed with brine, dried over anhydrous 
MgSO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was purified by silica gel column 
chromatography (0-20% EtOAc in hexanes) to afford 88 as a colorless oil (370 mg, 89% 
yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 0.98-1.73 (m, 26H), 3.28-3.40 (m, 4H), 3.57-3.67 
(m, 2H); MS ESI/APCI Dual m/z 334 [M+Na]+. 
 
tert-Butyl 9-{3-[4-(methanesulfonyl)phenoxy]propyl}-3-azaspiro[5.5]undecane-3-
carboxylate (60) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
66 from 88 (61% yield). 
 Colorless solid; 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.02-1.20 (m, 4H), 1.20-1.43 (m, 
6H), 1.45 (s, 9H), 1.52-1.63 (m, 3H), 1.64-1.73 (m, 2H), 1.76-1.92 (m, 2H), 3.03 (s, 
3H), 3.29-3.43 (m, 4H), 4.01 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 6.97-7.03 (m, 2H), 7.82-7.89 (m, 2H); 
13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 26.5, 28.0, 28.5, 31.1, 31.6, 33.2, 35.7, 37.7, 39.5 
(br), 40.1, 44.9, 68.9, 79.2, 115.0, 129.6, 132.1, 155.1, 163.3; HRMS ESI/APCI Dual 
m/z calcd for C25H39NO5S 466.2622 [M+H]+ , found 466.2612. 
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tert-Butyl 2-[(2E)-4-ethoxy-4-oxobut-2-en-1-yl]-7-azaspiro[3.5]nonane-7-
carboxylate (89) 
 To a solution of 77 (526 mg, 1.95 mmol) in CHCl3 (10.0 mL) was added Dess-Martin 
periodinane (1.10 g, 2.54 mmol) under ice cooling and the mixture was stirred at room 
temperature for 2 h. The residue was diluted with CHCl3 and washed with saturated 
aqueous Na2SO3 and NaHCO3 solution. The organic layer was dried over anhydrous 
Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo to afford tert-butyl 2-(2-oxoethyl)-7-
azaspiro[3.5]nonane-7-carboxylate. 
 To a solution of (EtO)2POCH2CO2Et (0.552 mL, 2.93 mmol) in DMF (10.0 mL) was 
added NaH (60% in oil, 117 mg, 2.93 mmol) under ice cooling. After the mixture being 
stirred for 20 min, a solution of tert-butyl 2-(2-oxoethyl)-7-azaspiro[3.5]nonane-7-
carboxylate in DMF (3.00 mL) was added to the mixture and the mixture was allowed to 
warm to room temperature. After stirring at room temperature for 3 h, the reaction mixture 
was quenched with saturated aqueous NH4Cl solution and extracted with EtOAc. The 
organic layer was washed with water and brine, dried over anhydrous Na2SO4, filtered, 
and concentrated in vacuo. The residue was purified by silica gel column chromatography 
(8-15% EtOAc in hexanes) to afford 89 as a colorless oil (360 mg, 55% yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.29 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 1.36-1.49 (m, 13H), 1.50-
1.60 (m, 2H), 1.93-2.06 (m, 2H), 2.23-2.46 (m, 3H), 3.21-3.37 (m, 4H), 4.18 (q, J = 7.1 
Hz, 2H), 5.73-5.83 (m, 1H), 6.78-6.94 (m, 1H); MS ESI/APCI Dual m/z 360 [M+Na]+. 
 
tert-Butyl 2-(4-ethoxy-4-oxobutyl)-7-azaspiro[3.5]nonane-7-carboxylate (90) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
85 from 89 (96% yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.25 (t, J = 7.0 Hz, 3H), 1.30-1.61 (m, 19H), 1.89-
2.00 (m, 2H), 2.12-2.31 (m, 3H), 3.19-3.39 (m, 4H), 4.12 (q, J = 7.0 Hz, 2H); MS 
ESI/APCI Dual m/z 362 [M+Na]+. 
 
tert-Butyl 2-(4-hydroxybutyl)-7-azaspiro[3.5]nonane-7-carboxylate (91) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
70 from 90 (92% yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.16-1.61 (m, 21H), 1.87-1.99 (m, 2H), 2.10-2.30 
(m, 1H), 3.20-3.38 (m, 4H), 3.58-3.70 (m, 2H); MS ESI/APCI Dual m/z 320 [M+Na]+. 
 
tert-Butyl 2-{4-[4-(methanesulfonyl)phenoxy]butyl}-7-azaspiro[3.5]nonane-7-
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carboxylate (92) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
67 from 91 (92% yield). 
 Colorless solid; 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.28-1.60 (m, 19H), 1.71-1.85 (m, 
2H), 1.89-2.01 (m, 2H), 2.16-2.29 (m, 1H), 3.03 (s, 3H), 3.22-3.38 (m, 4H), 4.01 (t, J = 
6.5 Hz, 2H), 6.97-7.04 (m, 2H), 7.81-7.90 (m, 2H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 
23.7, 28.5, 28.8, 29.0, 34.0, 36.5, 37.6, 38.0, 39.8, 40.9 (br), 44.9, 68.6, 79.2, 115.0, 129.6, 
132.1, 155.1, 163.3; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C24H37NO5S 452.2465 [M+H]+ , 
found 452.2456. 
 
Propan-2-yl 2-{3-[4-(methanesulfonyl)phenoxy]propyl}-7-azaspiro[3.5]nonane-7-
carboxylate (93a) 
 To a suspension of 59a (2.7 g, 6.1 mmol) in EtOAc (31 mL) was added 4 M HCl in 
EtOAc (31 mL). After stirring at room temperature overnight, the mixture was 
concentrated in vacuo. To the resulting residue were added 1 M NaOH aqueous solution 
and CHCl3. The organic layer was separated, dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and 
concentrated in vacuo to afford 2-{3-[4-(methanesulfonyl)phenoxy]propyl}-7-
azaspiro[3.5]nonane (2.0 g).  
 To a solution of the above crude material (60 mg, 0.18 mmol) in CHCl3 (2.0 mL) were 
added Et3N (0.050 mL, 0.36 mmol) and isopropyl chloroformate (0.031 mL, 0.27 mmol) 
under ice cooling. After stirring at room temperature for 6 h, the reaction mixture was 
quenched with water and extracted with CHCl3. The organic layer was dried over 
anhydrous Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was purified by silica 
gel column chromatography (25-40% EtOAc in hexanes) and solidified with EtOAc and 
hexanes to afford 93a as a colorless solid (47 mg, 62% yield).  
 Mp 130 ˚C; 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ ppm 1.20-1.25 (m, 6H), 1.37-1.43 (m, 2H), 
1.43-1.50 (m, 2H), 1.54-1.61 (m, 4H), 1.69-1.78 (m, 2H), 1.95-2.01 (m, 2H), 2.20-2.32 
(m, 1H), 3.03 (s, 3H), 3.25-3.44 (m, 4H), 4.00 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 4.86-4.94 (m, 1H), 
6.97-7.02 (m, 2H), 7.81-7.87 (m, 2H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 22.3, 26.9, 
28.6, 34.0, 36.4, 37.9, 39.7, 40.6, 40.9, 44.9, 68.3, 68.4, 114.9, 129.6, 132.1, 155.4, 
163.3; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C22H33NO5S 424.2152 [M+H]+ , found 
424.2147. 
 
Propan-2-yl 2-{3-[3-fluoro-4-(methanesulfonyl)phenoxy]propyl}-7-
azaspiro[3.5]nonane-7-carboxylate (93c) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
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93a from 59c (47% yield). 
 Colorless solid (mp 105-106 ˚C); 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ ppm 1.23 (d, J = 6.2 
Hz, 6H), 1.35-1.62 (m, 8H), 1.69-1.77 (m, 2H), 1.95-2.02 (m, 2H), 2.21-2.30 (m, 1H), 
3.18 (s, 3H), 3.25-3.42 (m, 4H), 3.99 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 4.86-4.94 (m, 1H), 6.68-6.74 (m, 
1H), 6.76-6.80 (m, 1H), 7.82-7.88 (m, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 22.3, 
26.7, 28.5, 33.9, 34.0, 36.3, 37.9, 39.6, 40.6, 40.8, 44.2, 68.3, 69.0, 103.3 (d, J = 24.0 Hz), 
110.6, 120.1 (d, J = 15.0 Hz), 131.0, 155.4, 160.8 (d, J = 255.3 Hz), 165.2 (d, J = 12.0 
Hz); HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C22H32FNO5S 442.2058 [M+H]+ , found 
442.2051. 
 
1-Methylcyclopropyl 2-{3-[3-fluoro-4-(methanesulfonyl)phenoxy]propyl}-7-
azaspiro[3.5]nonane-7-carboxylate (94c) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
93a from 59c and 1-methylcyclopropyl 4-nitrophenyl carbonate (31% yield). 
 Colorless solid; 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ ppm 0.59-0.64 (m, 2H), 0.83-0.88 (m, 
2H), 1.35-1.60 (m, 11H), 1.70-1.76 (m, 2H), 1.95-2.01 (m, 2H), 2.21-2.30 (m, 1H), 3.19 
(s, 3H), 3.21-3.45 (m, 4H), 3.99 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 6.68-6.75 (m, 1H), 6.77-6.81 (m, 
1H), 7.81-7.89 (m, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 13.0, 21.8, 26.7, 28.5, 
33.9, 36.3, 37.9, 39.6, 40.8 (br s), 44.2, 56.3, 69.0, 103.3 (d, J = 24.0 Hz), 110.6, 120.1 
(d, J = 15.0 Hz), 131.0, 155.3, 160.8 (d, J = 255.3 Hz), 165.2 (d, J = 12.0 Hz); HRMS 
ESI/APCI Dual m/z calcd for C23H32FNO5S 454.2058 [M+H]+ , found 454.2051. 
 
Cyclopentyl 2-{3-[3-fluoro-4-(methanesulfonyl)phenoxy]propyl}-7-
azaspiro[3.5]nonane-7-carboxylate (95c) 
 To a suspension of 59c (0.42 g, 0.92 mmol) in EtOAc (9.0 mL) was added 4 M HCl in 
EtOAc (9.0 mL). After stirring at room temperature overnight, the mixture was 
concentrated in vacuo to afford 2-{3-[3-fluoro-4-(methanesulfonyl)phenoxy]propyl}-7-
azaspiro[3.5]nonane hydrochloride. To a solution of cyclopentanol (16 mg, 0.18 mmol) 
in THF (0.90 mL) were added triphosgene (19 mg, 0.064 mmol) and Et3N (0.051 mL, 
0.37 mmol) under ice cooling. After the mixture being stirred for 30 min, 2-{3-[3-fluoro-
4-(methanesulfonyl)phenoxy]propyl}-7-azaspiro[3.5]nonane hydrochloride (36 mg, 
0.092 mmol) was added to the mixture. The mixture was allowed to warm to room 
temperature and was stirred overnight. The mixture was then quenched with water and 
extracted with CHCl3. The organic layer was dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and 
concentrated in vacuo. The residue was purified by silica gel column chromatography 
(20-35% EtOAc in hexanes) to afford 95c as a colorless solid (24 mg, 55% yield).  
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 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ ppm 1.35-1.48 (m, 4H), 1.49-1.63 (m, 6H), 1.66-1.77 (m, 
6H), 1.79-1.90 (m, 2H), 1.94-2.01 (m, 2H), 2.20-2.31 (m, 1H), 3.18 (s, 3H), 3.24-3.44 (m, 
4H), 3.98 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 5.06-5.12 (m, 1H), 6.68-6.74 (m, 1H), 6.76-6.81 (m, 1H), 
7.81-7.88 (m, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 23.7, 26.8, 28.5, 32.9, 34.0, 34.0, 
36.4, 38.0, 39.7, 40.7, 40.9, 44.2, 69.0, 77.7, 103.3 (d, J = 27.0 Hz), 110.6, 120.2 (d, J = 
18.0 Hz), 131.0, 155.6, 160.8 (d, J = 252.3 Hz), 165.2 (d, J = 9.0 Hz); HRMS ESI/APCI 
Dual m/z calcd for C24H34FNO5S 468.2214 [M+H]+ , found 468.2209. 
 
2,2-Dimethylpropyl 2-{3-[3-fluoro-4-(methanesulfonyl)phenoxy]propyl}-7-
azaspiro[3.5]nonane-7-carboxylate (96c) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
95c from 59c and 2,2-dimethylpropan-1-ol (51% yield). 
 Colorless solid; 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ ppm 0.94 (s, 9H), 1.36- 1.63 (m, 8H), 
1.69-1.77 (m, 2H), 1.95-2.03 (m, 2H), 2.20-2.31 (m, 1H), 3.18 (s, 3H), 3.31-3.37 (m, 
2H), 3.39-3.45 (m, 2H), 3.76 (s, 2H), 3.99 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 6.69-6.74 (m, 1H), 6.76-
6.81 (m, 1H), 7.82-7.88 (m, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 26.6, 26.8, 28.5, 
31.6, 34.0, 34.0, 36.3 (br), 38.0, 39.7 (br), 40.8, 41.0, 44.2, 69.0, 74.7, 103.3 (d, J = 
24.0 Hz), 110.6, 120.2 (d, J = 15.0 Hz), 131.0, 155.9, 160.8 (d, J = 255.0 Hz), 165.2 (d, 
J = 9.0 Hz); HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C24H36FNO5S 470.2371 [M+H]+ , 
found 470.2362. 
 
7-(5-Ethylpyrimidin-2-yl)-2-{3-[4-(methanesulfonyl)phenoxy]propyl}-7-
azaspiro[3.5]nonane (97a) 
 To a suspension of 59a (0.19 g, 0.43 mmol) in EtOAc (4.0 mL) was added 4 M HCl in 
EtOAc (4.0 mL). After stirring at room temperature for 5 h, the mixture was concentrated 
in vacuo. To a solution of the residue in DMSO (4.0 mL) were added 2-chloro-5-
ethylpyrimidine (0.10 mL, 0.87 mmol) and Cs2CO3 (0.71 g, 2.2 mmol), and the mixture 
was stirred at 180 ˚C under microwave irradiation for 20 min. The reaction mixture was 
quenched with water and extracted with EtOAc. The organic layer was washed with water, 
dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was 
purified by silica gel column chromatography (30-50% EtOAc in hexanes) to afford 97a 
as a pale yellow solid (145 mg, 75% yield). 
 Mp 165-166 ˚C; 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.17 (t, J = 7.6 Hz, 3H), 1.37-1.82 
(m, 10H), 1.97-2.09 (m, 2H), 2.20-2.36 (m, 1H), 2.44 (q, J = 7.5 Hz, 2H), 3.03 (s, 3H), 
3.60-3.77 (m, 4H), 4.01 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 6.96-7.04 (m, 2H), 7.82-7.89 (m, 2H), 8.15 
(s, 2H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 15.7, 22.7, 26.9, 28.6, 34.1, 34.4, 36.4, 
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38.1, 39.7, 41.0, 41.2, 44.9, 68.5, 115.0, 124.0, 129.6, 132.1, 157.1, 161.0, 163.3; 
HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C24H33N3O3S 444.2315 [M+H]+ , found 444.2307. 
 
7-(5-ethylpyrimidin-2-yl)-2-{3-[2-fluoro-4-(methanesulfonyl)phenoxy]propyl}-7-
azaspiro[3.5]nonane (97b) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
97a from 59b (33% yield). 
 Colorless solid; 1H NMR (200 MHz, CDCl3) δ ppm 1.11-1.23 (m, 3H), 1.35-1.91 (m, 
10H), 1.96-2.10 (m, 2H), 2.20-2.37 (m, 1H), 2.38-2.52 (m, 2H), 3.04 (s, 3H), 3.57-3.80 
(m, 4H), 4.09 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 6.99-7.13 (m, 1H), 7.56-7.75 (m, 2H), 8.15 (s, 2H); 
13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 15.7, 22.7, 26.8, 28.6, 34.0, 34.4, 36.4, 38.1, 39.7, 
41.0, 41.2, 44.8, 69.6, 114.1, 115.6 (d, J = 21.0 Hz), 124.0, 124.7, 132.3 (d, J = 5.7 Hz), 
151.9 (d, J = 253.0 Hz), 152.0, 157.1, 161.0; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for 
C24H32FN3O3S 462.2221 [M+H]+ , found 462.2212. 
 
7-(5-Ethylpyrimidin-2-yl)-2-{3-[3-fluoro-4-(methanesulfonyl)phenoxy]propyl}-7-
azaspiro[3.5]nonane (97c) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
97a from 59c (26% yield). 
 Colorless solid; 1H NMR (200 MHz, CDCl3) δ ppm 1.11-1.23 (m, 3H), 1.34-1.84 (m, 
10H), 1.94-2.11 (m, 2H), 2.19-2.38 (m, 1H), 2.38-2.52 (m, 2H), 3.18 (s, 3H), 3.58-3.80 
(m, 4H), 4.00 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 6.63-6.84 (m, 2H), 7.78-7.90 (m, 1H), 8.15 (s, 2H); 
13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 15.7, 22.7, 26.8, 28.6, 34.0, 34.4, 36.4, 38.1, 39.7, 
41.0, 41.2, 44.2, 69.0, 103.3 (d, J = 24.0 Hz), 110.6, 120.1 (d, J = 15.0 Hz), 124.0, 
131.0, 157.1, 160.8 (d, J = 255.0 Hz), 161.0, 165.3 (d, J = 12.0 Hz); HRMS ESI/APCI 
Dual m/z calcd for C24H32FN3O3S 462.2221 [M+H]+ , found 462.2213. 
 
2-{3-[4-(Methanesulfonyl)phenoxy]propyl}-7-(5-methylpyridin-2-yl)-7-
azaspiro[3.5]nonane (98a) 
 To a suspension of 59a (2.7 g, 6.1 mmol) in EtOAc (31 mL) was added 4 M HCl in 
EtOAc (31 mL). After stirring at room temperature overnight, the mixture was 
concentrated in vacuo. To the resulting residue were added 1 M NaOH aqueous solution 
and CHCl3. The organic layer was separated, dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and 
concentrated in vacuo to afford 2-{3-[4-(methanesulfonyl)phenoxy]propyl}-7-
azaspiro[3.5]nonane (2.0 g).  
 A suspension of the above crude material (0.10 g, 0.30 mmol), 2-bromo-5-
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methylpyridine (61 mg, 0.36 mmol), Pd2(dba)3 (14 mg, 0.015 mmol) 2,2’-
bis(diphenylphosphino)-1,1’-binaphthyl (BINAP) (18 mg, 0.030 mmol) and t-BuONa (85 
mg, 0.89 mmol) in 1,2-dimethoxyethane (3.0 mL) was stirred at 60 ˚C for 9 h. The 
insoluble material was filtered, and the filtrate was concentrated in vacuo. The residue 
was purified by silica gel column chromatography (10-40% EtOAc in hexanes) and 
solidified with EtOAc and hexanes to afford 98a as a colorless solid (26 mg, 20% yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.38-1.47 (m, 2H), 1.50-1.64 (m, 4H), 1.65-1.81 
(m, 4H), 1.96-2.06 (m, 2H), 2.18 (s, 3H), 2.22-2.35 (m, 1H), 3.03 (s, 3H), 3.32-3.39 (m, 
2H), 3.41-3.48 (m, 2H), 4.01 (t, J = 6.37 Hz, 2H), 6.57-6.62 (m, 1H), 6.97-7.03 (m, 2H), 
7.25-7.31 (m, 1H), 7.81-7.89 (m, 2H), 7.96-8.04 (m, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) 
δ ppm 17.3, 26.9, 28.6, 34.1, 34.2, 36.2, 38.2, 39.4, 42.8, 43.1, 44.9, 68.5, 107.3, 115.0, 
121.6, 129.6, 132.1, 138.3, 147.7, 158.4, 163.3; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for 
C24H32N2O3S 429.2206 [M+H]+ , found 429.2206. 
 
2-{3-[4-(Methanesulfonyl)phenoxy]propyl}-7-azaspiro[3.5]nonane-7-carbonitrile 
(99a) 
 To a solution of 2-{3-[4-(methanesulfonyl)phenoxy]propyl}-7-azaspiro[3.5]nonane 
(0.10 g, 0.30 mmol) in CHCl3 (3.0 mL) were added water (1.0 mL) and NaHCO3 (50 mg, 
0.59 mmol), then CNBr (36 mg, 0.33 mmol) was added under ice cooling. After stirring 
overnight at room temperature, the reaction was quenched with water and extracted with 
CHCl3. The organic layer was washed with saturated NaHCO3 aqueous solution and brine, 
dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was 
purified by silica gel column chromatography (40-70% EtOAc in hexanes) to afford 99a 
as a colorless solid (111 mg, quantitative yield). 
 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ ppm 1.38-1.44 (m, 2H), 1.55-1.62 (m, 4H), 1.68-1.76 (m, 
4H), 1.96-2.02 (m, 2H), 2.21-2.31 (m, 1H), 3.03 (s, 3H), 3.06-3.11 (m, 2H), 3.14-3.19 (m, 
2H), 4.00 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 6.96-7.02 (m, 2H), 7.83-7.88 (m, 2H). 
 
2-{3-[4-(Methanesulfonyl)phenoxy]propyl}-7-[3-(propan-2-yl)-1,2,4-oxadiazol-5-
yl]-7-azaspiro[3.5]nonane (100a) 
 To a solution of 99a (0.11 g, 0.32 mmol) in THF (1.0 mL) were added N'-hydroxy-2-
methylpropanimidamide (39 mg, 0.38 mmol) and 1 M ZnCl2 diethyl ether solution (0.38 
mL, 0.38 mmol). After stirring at room temperature for 30 min, the precipitate was 
collected by filtration. The resulting solid was dissolved in EtOH (2.0 mL) and 
concentrated HCl solution (2.0 mL). After stirring under reflux for 3 h, the mixture was 
quenched with saturated NaHCO3 aqueous solution under ice cooling and extracted with 
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EtOAc. The organic layer was washed with brine, dried over anhydrous Na2SO4, filtered, 
and concentrated in vacuo. The residue was purified by silica gel column chromatography 
(35-50% EtOAc in hexanes) and solidified with EtOAc and hexanes to afford 100a as a 
colorless solid (53 mg, 37% yield).  
 Mp 124-125 ˚C; 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ ppm 1.28 (d, J = 7.0 Hz, 6H), 1.41-1.48 
(m, 2H), 1.54-1.63 (m, 4H), 1.68-1.78 (m, 4H), 2.00-2.06 (m, 2H), 2.23-2.36 (m, 1H), 
2.83-2.92 (m, 1H), 3.03 (s, 3H), 3.44-3.48 (m, 2H), 3.51-3.57 (m, 2H), 4.01 (t, J = 6.4 Hz, 
2H), 6.97-7.02 (m, 2H), 7.83-7.88 (m, 2H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 20.5, 
26.9, 27.1, 28.6, 33.5, 34.0, 35.7, 37.8, 38.9, 43.0, 43.2, 44.9, 68.4, 114.9, 129.6, 132.2, 
163.3, 171.0, 175.8; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C23H33N3O4S 448.2265 
[M+H]+ , found 448.2249. 
 
Propan-2-yl 2-(3-ethoxy-3-oxopropyl)-7-azaspiro[3.5]nonane-7-carboxylate (101) 
 To a suspension of 85 (5.7 g, 18 mmol) in EtOAc (88 mL) was added 4 M HCl in EtOAc 
(88 mL). After stirring at room temperature for 1.5 h, the mixture was concentrated in 
vacuo. The resulting residue was neutralized with saturated aqueous NaHCO3 solution 
and extracted with EtOAc and with CHCl3. The organic layers were combined, dried over 
anhydrous Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. To an ice cooled solution of the 
residue in CHCl3 (90 mL) were added Et3N (4.9 mL, 35 mmol) and a solution of isopropyl 
chloroformate (2.4 mL, 21 mmol) in CHCl3 (24 mL), and the mixture was stirred at room 
temperature for 4 h. The reaction was quenched with water and extracted with CHCl3. 
The organic layer was dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. 
The residue was purified by silica gel column chromatography (15-25% EtOAc in 
hexanes) to afford 101 as a colorless solid (5.5 g, quantitative yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.15-1.30 (m, 9H), 1.31-1.61 (m, 8H), 1.66-1.78 (m, 
2H), 1.89-2.01 (m, 2H), 2.16-2.28 (m, 3H), 3.23-3.41 (m, 4H), 4.12 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 
4.82-4.96 (m, 1H); MS ESI/APCI Dual m/z 312 [M+H]+, 334 [M+Na]+. 
 
Propan-2-yl 2-(3-hydroxypropyl)-7-azaspiro[3.5]nonane-7-carboxylate (102) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
87 from 101 (91% yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.23 (d, J = 6.4 Hz, 6H), 1.31-1.62 (m, 10H), 1.88-
2.02 (m, 2H), 2.12-2.31 (m, 1H), 3.15-3.43 (m, 4H), 3.55-3.68 (m, 2H), 4.80-4.97 (m, 
1H); MS ESI/APCI Dual m/z 270 [M+H]+, 292 [M+Na]+. 
 
Propan-2-yl 2-{3-[3-fluoro-4-(methoxycarbonyl)phenoxy]propyl}-7-
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azaspiro[3.5]nonane-7-carboxylate (103) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
67 from 102 and methyl 2-fluoro-4-hydroxybenzoate (quantitative yield). 
 1H NMR (200 MHz, CDCl3) δ ppm 1.23 (d, J = 6.2 Hz, 6H), 1.31-1.51 (m, 4H), 1.51-
1.63 (m, 4H), 1.63-1.81 (m, 2H), 1.90-2.04 (m, 2H), 2.12-2.36 (m, 1H), 3.23-3.44 (m, 
4H), 3.89 (s, 3H), 3.96 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 4.79-5.00 (m, 1H), 6.55-6.75 (m, 2H), 7.88 (t, 
J = 8.6 Hz, 1H); MS ESI/APCI Dual m/z 422 [M+H]+, 444 [M+Na]+. 
 
2-Fluoro-4-[3-(7-{[(propan-2-yl)oxy]carbonyl}-7-azaspiro[3.5]nonan-2-
yl)propoxy]benzoic acid (104) 
 To a solution of 103 (3.10 g, 7.35 mmol) in MeOH (36.8 mL) was added 2 M NaOH 
aqueous solution (36.8 mL). After the mixture being stirring at 60 ˚C for 3 h, the organic 
solvent was removed in vacuo. The resulting aqueous residue was washed with 
diethylether, acidified with 1 M HCl aqueous solution and extracted with CHCl3. The 
CHCl3 layer was dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo to 
afford 104 as a colorless solid (2.96 g, 99% yield). 
 1H NMR (200 MHz, CDCl3) δ ppm 1.23 (d, J = 6.2 Hz, 6H), 1.31-1.51 (m, 4H), 1.52-
1.64 (m, 4H), 1.64-1.84 (m, 2H), 1.90-2.07 (m, 2H), 2.11-2.42 (m, 1H), 3.24-3.44 (m, 
4H), 3.92-4.05 (m, 2H), 4.82-4.99 (m, 1H), 6.58-6.78 (m, 2H), 7.96 (t, J = 8.8 Hz, 1H); 
MS ESI/APCI Dual m/z 408 [M+H]+, 406 [M-H]-. 
 
Propan-2-yl 2-[3-(4-carbamoyl-3-fluorophenoxy)propyl]-7-azaspiro[3.5]nonane-7-
carboxylate (105a) 
 To a solution of 104 (100 mg, 0.245 mmol) in DMF (2.45 mL) were added 28% NH3 
aqueous solution (22.4 mg, 0.368 mmol), 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-
ethylcarbodiimide hydrochloride (EDCI·HCl) (70.5 mg, 0.368 mmol), 1,2,3-
benzotriazol-1-ol monohydrate (HOBt·H2O) (56.4 mg, 0.368 mmol) and Et3N (37.2 mg, 
0.368 mmol). After the mixture being stirring at room temperature for 15 h, the reaction 
was quenched with water and the resulting mixture was extracted with EtOAc. The 
organic layer was separated, washed with water and brine, dried over anhydrous Na2SO4, 
filtered, and concentrated in vacuo. The residue was purified by silica gel column 
chromatography (50% EtOAc in hexanes) and solidified with CHCl3 and hexanes to 
afford 105a as a colorless solid (89 mg, 89% yield). 
 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ ppm 1.23 (d, J = 6.2 Hz, 6H), 1.36-1.42 (m, 2H), 1.43-
1.50 (m, 2H), 1.52-1.61 (m, 4H), 1.67-1.76 (m, 2H), 1.93-2.02 (m, 2H), 2.21-2.31 (m, 
1H), 3.25-3.33 (m, 2H), 3.34-3.44 (m, 2H), 3.97 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 4.86-4.94 (m, 1H), 
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5.74 (br. s., 1H), 6.52-6.66 (m, 2H), 6.77 (dd, J = 8.7, 2.5 Hz, 1H), 8.06 (t, J = 9.3 Hz, 
1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 22.3, 26.8, 28.6, 34.0, 36.4, 38.0, 39.7, 40.6, 
40.9, 68.3, 68.6, 102.0 (d, J = 27.0 Hz), 111.2, 112.3 (d, J = 12.0 Hz), 133.5, 155.4, 162.1 
(d, J = 249.3 Hz), 163.6 (d, J = 12.0 Hz), 164.8; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for 
C22H31FN2O4 407.2341 [M+H]+ , found 407.2340. 
 
Propan-2-yl 2-{3-[4-(cyclopropylcarbamoyl)-3-fluorophenoxy]propyl}-7-
azaspiro[3.5]nonane-7-carboxylate (105b) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
105a from 104 and cyclopropanamine (68% yield). 
 Colorless solid (mp 94 ˚C); 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ ppm 0.58-0.63 (m, 2H), 
0.83-0.89 (m, 2H), 1.23 (d, J = 6.2 Hz, 6H), 1.36-1.42 (m, 2H), 1.42-1.49 (m, 2H), 1.52-
1.60 (m, 4H), 1.67-1.74 (m, 2H), 1.95-2.00 (m, 2H), 2.21-2.28 (m, 1H), 2.89-2.95 (m, 
1H), 3.27-3.32 (m, 2H), 3.35-3.41 (m, 2H), 3.95 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 4.87-4.93 (m, 1H), 
6.57 (dd, J = 14.0, 2.5 Hz, 1H), 6.68-6.74 (m, 1H), 6.75 (dd, J = 9.1, 2.5 Hz, 1H), 8.05 
(t, J = 9.1 Hz, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 6.9, 22.3, 23.1, 26.9, 28.6, 34.0, 
34.0, 36.4, 38.0, 39.7, 40.6, 40.9, 68.3, 68.5, 101.9 (d, J = 27.0 Hz), 111.1, 113.1 (d, J = 
12.0 Hz), 133.2, 155.4, 161.7 (d, J = 246.3 Hz), 163.0 (d, J = 12.0 Hz), 164.6; HRMS 
ESI/APCI Dual m/z calcd for C25H35FN2O4 447.2654 [M+H]+ , found 447.2650. 
 
Propan-2-yl 2-(3-{4-[cyclopropyl(methyl)carbamoyl]-3-fluorophenoxy}propyl)-7-
azaspiro[3.5]nonane-7-carboxylate (105c) 
 To a solution of 105b (80 mg, 0.18 mmol) in DMF (1.8 mL) was added NaH (60% in 
oil, 11 mg, 0.27 mmol) under ice cooling. After the mixture being stirred at room 
temperature for 30 min, MeI (51 mg, 0.36 mmol) was added to the mixture. After stirring 
at room temperature for 2 h, the reaction was quenched with water and extracted with 
EtOAc. The organic layer was dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and concentrated 
in vacuo. The residue was purified by silica gel column chromatography (33-50% EtOAc 
in hexanes) and solidified with EtOAc and hexanes to afford 105c as a colorless solid (24 
mg, 29% yield). 
 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ ppm 0.39-0.47 (m, 2H), 0.49-0.59 (m, 2H), 1.23 (d, J = 
6.2 Hz, 6H), 1.35-1.42 (m, 2H), 1.43-1.49 (m, 2H), 1.53-1.61 (m, 4H), 1.67-1.74 (m, 
2H), 1.94-2.01 (m, 2H), 2.21-2.30 (m, 1H), 2.78-2.85 (m, 1H), 3.10 (br. s., 3H), 3.27-
3.33 (m, 2H), 3.35-3.42 (m, 2H), 3.93 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 4.86-4.94 (m, 1H), 6.57 (dd, J 
= 11.8, 2.2 Hz, 1H), 6.70 (dd, J = 8.7, 2.2 Hz, 1H), 7.27-7.33 (m, 1H); 13C NMR (151 
MHz, CDCl3) δ ppm 8.6, 22.3, 28.6, 31.8, 34.0, 34.1, 34.8, 38.0, 39.7, 40.6, 40.9, 68.3, 
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68.4, 76.9, 101.8 (d, J = 27.0 Hz), 110.7, 118.5, 130.0, 155.4, 159.4 (d, J = 249.2 Hz), 
161.4 (d, J = 12.0 Hz), 168.7; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C26H37FN2O4 
461.2810 [M+H]+ , found 461.2797. 
 
Propan-2-yl 2-{3-[3-fluoro-4-(pyrrolidine-1-carbonyl)phenoxy]propyl}-7-
azaspiro[3.5]nonane-7-carboxylate (105d) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
105a from 104 and pyrrolidine (62% yield). 
 Colorless solid (mp 60-61 ˚C); 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ ppm 1.23 (d, J = 6.2 Hz, 
6H), 1.36-1.42 (m, 2H), 1.42-1.49 (m, 2H), 1.52-1.62 (m, 4H), 1.66-1.73 (m, 2H), 1.84-
1.91 (m, 2H), 1.92-2.01 (m, 4H), 2.20-2.30 (m, 1H), 3.27-3.32 (m, 2H), 3.34 (t, J = 6.6 
Hz, 2H), 3.36-3.41 (m, 2H), 3.63 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 3.92 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 4.86-4.93 
(m, 1H), 6.58 (dd, J = 11.8, 2.4 Hz, 1H), 6.70 (dd, J = 8.7, 2.4 Hz, 1H), 7.34 (t, J = 8.3 
Hz, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 22.3, 24.6, 26.0, 26.9, 28.6, 34.0, 34.1, 
36.4, 38.0, 39.7, 40.6, 40.9, 46.0, 47.9, 68.3, 68.4, 102.1 (d, J = 24.0 Hz), 110.9, 117.9 
(d, J = 18.0 Hz), 130.0 (d, J = 6.0 Hz), 155.4, 159.4 (d, J = 246.2 Hz), 161.5 (d, J = 
12.0 Hz), 165.3; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C26H37FN2O4 461.2810 [M+H]+ , 
found 461.2793. 
 
Propan-2-yl 2-{3-[4-(azetidine-1-carbonyl)-3-fluorophenoxy]propyl}-7-
azaspiro[3.5]nonane-7-carboxylate (105e) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
105a from 104 and azetidine (75% yield). 
 Colorless solid (mp 68-69 ˚C); 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ ppm 1.23 (d, J = 6.2 Hz, 
6H), 1.35-1.42 (m, 2H), 1.42-1.49 (m, 2H), 1.51-1.59 (m, 4H), 1.67-1.73 (m, 2H), 1.93-
2.01 (m, 2H), 2.20-2.35 (m, 3H), 3.27-3.34 (m, 2H), 3.35-3.42 (m, 2H), 3.93 (t, J = 6.6 
Hz, 2H), 4.11 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 4.19 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 4.86-4.94 (m, 1H), 6.57 (dd, J 
= 12.0, 2.5 Hz, 1H), 6.71 (dd, J = 8.7, 2.5 Hz, 1H), 7.48 (t, J = 8.3 Hz, 1H); 13C NMR 
(151 MHz, CDCl3) δ ppm 15.7, 22.3, 26.9, 28.6, 34.0, 34.1, 36.4, 38.0, 39.7, 40.6, 40.9, 
48.6, 51.1, 68.3, 68.4, 102.0 (d, J = 27.0 Hz), 110.9, 114.2 (d, J = 18.0 Hz), 131.2 (d, J 
= 6.0 Hz), 155.4, 160.2 (d, J = 249.3 Hz), 162.3 (d, J = 9.0 Hz), 166.7; HRMS ESI/APCI 
Dual m/z calcd for C25H35FN2O4 447.2654 [M+H]+ , found 447.2645. 
Propan-2-yl 2-{3-[3-fluoro-4-(3-hydroxyazetidine-1-carbonyl)phenoxy]propyl}-7-
azaspiro[3.5]nonane-7-carboxylate (105f) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
105a from 104 and azetidin-3-ol (77% yield). 
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 Colorless solid (mp 106-107 ˚C); 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ ppm 1.23 (d, J = 6.2 
Hz, 6H), 1.35-1.42 (m, 2H), 1.42-1.49 (m, 2H), 1.51-1.60 (m, 4H), 1.65-1.75 (m, 2H), 
1.93-2.01 (m, 2H), 2.20-2.30 (m, 1H), 2.64-2.88 (m, 1H), 3.23-3.33 (m, 2H), 3.34-3.43 
(m, 2H), 3.93 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.98-4.05 (m, 2H), 4.23-4.32 (m, 1H), 4.37-4.47 (m, 
1H), 4.65-4.73 (m, 1H), 4.85-4.93 (m, 1H), 6.57 (dd, J = 12.4, 2.1 Hz, 1H), 6.71 (dd, J = 
8.7, 2.1 Hz, 1H), 7.49 (t, J = 8.3 Hz, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 22.3, 26.8, 
28.5, 33.9, 34.0, 36.3, 37.9, 39.6, 40.6, 40.8, 58.3, 60.8, 61.6, 68.4, 68.4, 102.0 (d, J = 
26.9 Hz), 111.0, 113.9 (d, J = 15.0 Hz), 131.2, 155.4, 160.2 (d, J = 252.0 Hz), 162.4 (d, 
J = 12.0 Hz), 166.7; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C25H35FN2O5 463.2603 
[M+H]+ , found 463.2595. 
 
Propan-2-yl 2-(3-{4-[(2-amino-2-oxoethyl)carbamoyl]-3-fluorophenoxy}propyl)-7-
azaspiro[3.5]nonane-7-carboxylate (105g) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
105a from 104 and glycinamide (58% yield). 
 Colorless solid (mp 141-142 ˚C); 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.23 (d, J = 6.2 
Hz, 6H), 1.33-1.49 (m, 4H), 1.50-1.63 (m, 4H), 1.65-1.79 (m, 2H), 1.92-2.03 (m, 2H), 
2.18-2.33 (m, 1H), 3.24-3.43 (m, 4H), 3.97 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 4.14-4.19 (m, 2H), 4.84-
4.95 (m, 1H), 5.42 (br. s., 1H), 6.06 (br. s., 1H), 6.59-6.66 (m, 1H), 6.75-6.80 (m, 1H), 
7.99-8.07 (m, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 22.3, 26.8, 28.6, 34.0, 36.4, 38.0, 
39.7, 40.6, 40.9, 43.5, 68.3, 68.6, 102.0 (d, J = 27.1 Hz), 111.3, 112.4 (d, J = 12.0 Hz), 
133.0, 155.4, 162.0 (d, J = 246.3 Hz), 163.5 (d, J = 12.0 Hz), 163.8, 171.1; HRMS 
ESI/APCI Dual m/z calcd for C24H34FN3O5 464.2555 [M+H]+ , found 464.2543. 
 
Propan-2-yl 2-{3-[(6-cyanopyridin-3-yl)oxy]propyl}-7-azaspiro[3.5]nonane-7-
carboxylate (106a) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
67 from 102 and 5-hydroxypyridine-2-carbonitrile (62% yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.23 (d, J = 6.2 Hz, 6H), 1.33-1.64 (m, 8H), 1.67-
1.82 (m, 2H), 1.93-2.05 (m, 2H), 2.17-2.35 (m, 1H), 3.24-3.44 (m, 4H), 4.04 (t, J = 6.4 
Hz, 2H), 4.83-4.97 (m, 1H), 7.17-7.23 (m, 1H), 7.59-7.66 (m, 1H), 8.32-8.37 (m, 1H); 
MS ESI/APCI Dual m/z 372 [M+H]+, 394 [M+Na]+. 
 
5-[3-(7-{[(Propan-2-yl)oxy]carbonyl}-7-azaspiro[3.5]nonan-2-yl)propoxy]pyridine-
2-carboxylic acid (107a) 
 To a solution of 106a (200 mg, 0.538 mmol) in EtOH (6.00 mL) was added 2 M NaOH 
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aqueous solution (6.00 mL), and the mixture was stirred at 100 ˚C for 13 h. The reaction 
mixture was cooled to room temperature, then the reaction was quenched with 2 M HCl 
aqueous solution (8.00 mL) and the resulting mixture was extracted with CHCl3. The 
organic layer was concentrated in vacuo to afford 107a as a colorless solid (169 mg, 79% 
yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.23 (d, J = 6.2 Hz, 6H), 1.34-1.66 (m, 8H), 1.67-
1.84 (m, 2H), 1.93-2.06 (m, 2H), 2.19-2.38 (m, 1H), 3.26-3.42 (m, 4H), 4.06 (t, J = 6.5 
Hz, 2H), 4.84-4.96 (m, 1H), 7.30-7.36 (m, 1H), 8.14-8.19 (m, 1H), 8.23-8.25 (m, 1H). 
 
Propan-2-yl 2-(3-{[6-(cyclopropylcarbamoyl)pyridin-3-yl]oxy}propyl)-7-
azaspiro[3.5]nonane-7-carboxylate (108a) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
105a from 107a and cyclopropanamine (83% yield). 
 Colorless solid (mp 74-75 ˚C); 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 0.60-0.68 (m, 2H), 
0.81-0.91 (m, 2H), 1.23 (d, J = 6.2 Hz, 6H), 1.33-1.50 (m, 4H), 1.51-1.80 (m, 6H), 1.92-
2.04 (m, 2H), 2.16-2.36 (m, 1H), 2.85-2.98 (m, 1H), 3.21-3.45 (m, 4H), 4.01 (t, J = 6.4 
Hz, 2H), 4.82-4.97 (m, 1H), 7.22-7.26 (m, 1H), 7.86 (br. s, 1H), 8.09-8.17 (m, 2H); 13C 
NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 6.6, 22.3, 22.5, 26.9, 28.6, 34.0, 36.4, 38.0, 39.7, 40.6, 
40.9, 68.3, 68.5, 120.7, 123.2, 136.7, 142.5, 155.4, 157.4, 165.7; HRMS ESI/APCI Dual 
m/z calcd for C24H35N3O4 430.2700 [M+H]+ , found 430.2691. 
 
Propan-2-yl 2-{3-[(5-cyanopyridin-2-yl)oxy]propyl}-7-azaspiro[3.5]nonane-7-
carboxylate (106b) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
67 from 102 and 6-hydroxypyridine-3-carbonitrile (54% yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.23 (d, J = 6.4 Hz, 6H), 1.33-1.61 (m, 8H), 1.63-
1.76 (m, 2H), 1.91-2.02 (m, 2H), 2.18-2.33 (m, 1H), 3.25-3.43 (m, 4H), 4.32 (t, J = 6.7 
Hz, 2H), 4.84-4.95 (m, 1H), 6.76-6.82 (m, 1H), 7.73-7.79 (m, 1H), 8.45-8.48 (m, 1H); 
MS ESI/APCI Dual m/z 372 [M+H]+, 394 [M+Na]+. 
 
6-[3-(7-{[(Propan-2-yl)oxy]carbonyl}-7-azaspiro[3.5]nonan-2-yl)propoxy]pyridine-
3-carboxylic acid (107b) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
107a from 106b (95% yield). 
 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 1.17-1.27 (m, 6H), 1.32-1.61 (m, 8H), 1.64-1.79 (m, 
2H), 1.88-2.05 (m, 2H), 2.16-2.37 (m, 1H), 3.24-3.45 (m, 4H), 4.35 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 
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4.85-4.96 (m, 1H), 6.71-6.80 (m, 1H), 8.13-8.24 (m, 1H), 8.86-8.92 (m, 1H). 
 
Propan-2-yl 2-(3-{[5-(cyclopropylcarbamoyl)pyridin-2-yl]oxy}propyl)-7-
azaspiro[3.5]nonane-7-carboxylate (108b) 
 The title compound was synthesized according to the procedure described for compound 
105a from 107b and cyclopropanamine (83% yield). 
 Colorless solid (mp 76-77 ˚C); 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm 0.58-0.66 (m, 2H), 
0.80-0.91 (m, 2H), 1.17-1.26 (m, 6H), 1.32-1.47 (m, 4H), 1.48-1.60 (m, 4H), 1.62-1.76 
(m, 2H), 1.90-2.03 (m, 2H), 2.16-2.35 (m, 1H), 2.81-2.94 (m, 1H), 3.21-3.44 (m, 4H), 
4.24-4.34 (m, 2H), 4.82-4.97 (m, 1H), 6.41-6.62 (m, 1H), 6.67-6.77 (m, 1H), 7.93-8.01 
(m, 1H), 8.50-8.56 (m, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ ppm 6.8, 22.3, 23.1, 26.8, 
28.6, 34.0, 34.1, 36.4, 38.0, 39.7, 40.7, 40.9, 66.6, 68.3, 110.9, 123.4, 137.7, 146.3, 
155.4, 165.9, 167.1; HRMS ESI/APCI Dual m/z calcd for C24H35N3O4 430.2700 
[M+H]+ , found 430.2694. 
 
Pharmacophore model generation 
Pharmacophore generation was carried out with the compounds (1, 2, 3) using the 
“Common Feature Pharmacophore Generation” protocol in Discovery Studio 
(BIOVIA)17). Conformations of the compounds were generated by the “FAST” method, 
and pharmacophore hypotheses were created with the default parameters of the protocol, 
with the exception of feature selection; hydrogen-acceptor, hydrophobic, and ring-
aromatic features were selected for the generation. 
 
Ligand pharmacophore mapping 
 Mapping of the compound and the pharmacophore model was carried out using the 
Ligand Pharmacophore Mapping protocol in Discovery Studio (BIOVIA)17). The fitting 
method was set to flexible and the maximum omitted features was set to 1. Other 
parameters were at default. 
 
The stable conformation 
Generation of conformations was carried out using the "Conformation Search" protocol 
in Molecular Operating Environment31). The Search method was set to "Stocastic".  
 The conformations were optimized by B3LYP/6-31G* in the Gaussian09 program32). 
The lowest energy conformation was defined as the stable conformation. 
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Human GPR119 agonist activity 
 GPR119 agonists were evaluated in Flp-In-T-Rex-HEK293 cells overexpressing human 
GPR119. The cells were treated with tetracycline for 24 h and plated on to 96-well plates 
at 5000 cells/well in assay buffer (D-MEM, 1 mM 3-isobutyl-1-methylxanthine, 0.01% 
bovine serum albumin), then incubated with the test compound for 30 min at 37 ˚C. 
Changes in the cellular cAMP levels were measured using a cAMP HiRange assay kit 
(Cisbio), according to the manufacturer’s protocol. Responses were determined by 
subtracting the basal cAMP levels from the agonist-stimulated cAMP levels. The EC50 
values were determined as the concentration of the test compound required to achieve 
50% of the maximal response. Data were calculated from the dose-response curves using 
XLfit software (IDBS). 
 
Solubility in pH6.8 phosphate buffer 
 An excess amount of each compound was added to pH6.8 phosphate buffer and shaken 
on a shaker (model SR-2DS; TAITEC) at 25 °C for 24 h. The suspensions were 
centrifuged at 3000 and 11000 rpm for 10 min, and the resulting supernatant was diluted 
with 50% aqueous acetonitrile solution. The concentrations were measured using HPLC. 
The HPLC analysis was performed using a Shimadzu HPLC system composed of a LC-
20AD, SPD-20A and SIL-20AC. The conditions for HPLC were as follows: mobile phase, 
0.1% phosphoric acid aqueous solution/acetonitrile; flow rate, 0.8 mL/min; column, 
reversed- phase (Shimpack XR-ODS, 2.2 µm, 3.0 x 75 mm; Shimadzu) at 40 °C; and 
detection wavelength, 210 nm. 
 
Solubility in fasted state simulated intestinal fluid (FaSSIF) 
 An excess amount of each compound was added to FaSSIF (pH6.5)33) and shaken on a 
shaker (model SR-2s; Yamato Kagaku) at 25 °C for 2 h and then kept at 37 °C for 22 h in 
a water bath (model LT-10s; Yamato Kagaku). The suspensions were centrifuged at 3000 
and 11000 rpm for 10 min, and the supernatant was diluted with 50% aqueous acetonitrile 
solution or an acetonitrile and methanol mixture (1:1). The concentrations were measured 
using HPLC. The HPLC analysis was performed using a Shimadzu HPLC system 
composed of a LC-20AD, SPD-20A and SIL-20AC. The conditions for HPLC were as 
follows: mobile phase, 0.1% phosphoric acid aqueous solution/acetonitrile; flow rate, 0.8 
mL/min; column, reversed- phase (Shimpack XR-ODS, 2.2 µm, 2.0 x 75 mm; Shimadzu) 
at 40 °C; and detection wavelength, 210 nm. 
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Pharmacokinetic evaluation 
 The pharmacokinetic profile of the test article was investigated in fasted male Sprague-
Dawley (SD) rats. After a single intravenous or oral administration of the test article, 
blood was obtained from the tail vein at each sampling time point and centrifuged to 
prepare the plasma samples. The quantitative analysis of the target analyte in the plasma 
samples was performed using liquid chromatography-tandem mass spectrometry. The 
pharmacokinetic parameters were calculated using a non-compartmental analysis with 
Phoenix WinNonlin (pharmacokinetic analysis software). 
 
Oral glucose tolerance test (oGTT) in Zucker diabetic fatty rats 
 Male Zucker diabetic fatty and lean rats (9 weeks of age) were fasted overnight. 
Compound 54g was dissolved in 20 w/v% HP-β-CD and administered orally. After 30 
min, glucose solution was orally administered at 2 g/kg body weight. Blood samples were 
collected from the tail vein, and the plasma glucose levels were determined using the 
Glucose CII test (Wako Pure Chemical Industries). 
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